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La trichinellosi è una zoonosi parassitaria causata dall’ingestione di carne cruda o 
poco cotta contenente la larva infettiva del genere Trichinella un genere di nema-
todi di cui si distinguono due Cladi, il Clade 1 delle specie incapsulate ed il Clade 
2 al quale appartengono quelle non-incapsulate. Al Clade 1 appartiene Trichinella 
spiralis, la prima specie scoperta nel 1835. Essa è responsabile del ciclo domesti-
co, legato soprattutto al consumo di carne suina, ma questa specie può infettare 
molti tipi di animali sia carnivori che onnivori. Il ciclo biologico di Trichinella si 
svolge all’interno di un singolo ospite ed è distinto in due fasi: una enterica e una 
parenterale. Il parassita  provoca una forte risposta infiammatoria sia a livello in-
testinale che nelle vicinanze del complesso nurse cell-parassita, nel muscolo sche-
letrico. La risposta a livello muscolare tuttavia non è sufficiente a eliminare la lar-
va , ma è la causa invece di una miosite.  
Alcune delle molecole chiave dell’infiammazione sono le metalloproteasi di ma-
trice (MMP) implicate in vari processi sia fisiologici che patologici come appunto 
la risposta infiammatoria, la guarigione dei tessuti e il loro rimodellamento. Le 
metalloproteasi di matrice sono una famiglia di endopeptidasi zinco-calcio dipen-
denti coinvolte nella degradazione della matrice extracellulare e della membrana 
basale. Lo ione zinco s’inserisce nel sito attivo. Questi enzimi hanno specifiche 
sequenze dominio: il pro peptide, il domonio catalitico e quello C-terminale di ti-
po emopexina. Le MMP sono sintetizzate da vari tipi di cellule (le cellule del si-
stema immunitario ed endoteliali) e vengono secrete nello spazio extracellulare in 
forma inattiva: zimogeno. E’ necessario un taglio proteolitico per la loro attiva-
zione. Sono stati identificati diversi tipi di metalloproteasi di matrice e sono gene-
ralmente distinte in base alla specificità del loro substrato e alla somiglianza della 
loro sequenza amminoacidica. Le gelatinasi (Gelatinasi A o MMP-2 e Gelatinasi 
B o MMP-9) in particolare sono in grado di degradare la gelatina. 
Da studi su sieri di topo, infettati con larve muscolari di Trichinella spiralis, si os-
serva a partire dal giorno 6 d’infezione, momento in cui le larve newborn (NBL) 
entrano nel flusso ematico, un aumento del livello sierico della MMP-9 fino al 
giorno 14, quando le larve hanno ormai raggiunto e invaso il tessuto muscolare. 
Dal  giorno 28 d’infezione si osserva una diminuzione dei livelli della metallopro-
teasi e al giorno 42 i valori dell’enzima ritornano nella norma. La MMP-9 quindi 
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può essere considerata un attendibile marker d’infiammazione nella trichinellosi 
sperimentale. Per quanto riguarda la MMP-2 si osserva a partire dal giorno 14 
d’infezione un aumento del livello sierico dell’enzima e questo trend continua fi-
no al giorno 28. Al giorno 42 il livello della gelatinasi A tende a diminuire, anche 
se i valori della metalloproteasi rimangono alti. Questo trend, diverso rispetto alla 
MMP-9, potrebbe essere spiegato ipotizzando che la MMP-2 sia maggiormente 
coinvolta nella risposta infiammatoria muscolare che in quella intestinale. Alla lu-
ce di questi risultati è stato ipotizzato che le metalloproteasi di matrice osservate 
potrebbero non provenire soltanto dall’ospite, ma anche dal parassita stesso visto 
che è stato dimostrato, mediante zimografia su gelatina, la presenza di metallopro-
teasi nell’ escreto/secreto (E/S) delle larve di Angiostrongylus cantonensis un pa-
rassita nematode come T. spiralis. Quindi sono stati condotti degli esperimenti 
sull’E/S prodotto dalle larve muscolari di Trichinella spiralis con lo scopo di cer-
care di identificare delle eventuali metalloproteasi. Inoltre l’insorgenza di un foco-
laio umano di trichinellosi in Garfagnana causato dalla specie Trichinella britovi 
ci ha permesso di valutare il significato clinico delle gelatinasi nella trichinellosi 
umana. Tutto questo ha portato l’attenzione sul ruolo e sull’origine delle metallo-
proteasi di matrice nella trichinellosi scopo dello studio. 
Per ottenere l’E/S sono state raccolte, dal muscolo di topo precedentemente infet-
tato con il parassita, le larve muscolari grazie ad una parziale digestione con HCl 
e pepsina. Le larve, dopo essere state lavate con un buffer, sono state sospese in 
un mezzo ed incubate per 18 h a 37°C con 10% CO2. Tutto alla fine viene filtrato, 
concentrato e liofilizzato per la conservazione. Da precedenti studi è emerso infat-
ti che la liofilizzazione non inattiva le metalloproteasi di matrice. L’E/S di T. spi-
ralis è stato saggiato inizialmente grazie alla messa a punto di un metodo in mi-
cropiastra per il dosaggio delle proteasi (Enzcheck Gelatinase/Collagenase assay) 
(EGCA). L’analisi dei prodotti E/S ha mostrato un aumento di attività gelatinoliti-
ca rispetto al controllo (solo gelatina) e grazie all’utilizzo degli inibitori, come 
EDTA e leupeptina, è stato possibile osservare un calo dell’attività a dimostrazio-
ne del fatto che le proteasi dei prodotti E/S potrebbero essere delle metalloproteasi, 
cistein proteasi o serin proteasi. Per voler meglio caratterizzare l’attività enzimati-
ca dell’E/S di T. spiralis, riscontrata con l’ EGCA è stata effettuata la sua analisi 
zimografica. Questi esperimenti non hanno riportato dati significativi di attività 
gelatinolitica e di attività caseinolitica presente nell’E/S di Trichinella. I sieri dei 
6 
 
pazienti sono stati analizzati mediante zimografia con gelatina e da questi esperi-
menti si osserva che quest’ultimi hanno un incremento significativo di attività sia 
della pro-MMP-9 che della MMP-9/NGAL (Neutrophil gelatinase-associated li-
pocalin) rispetto ai controlli. Non si osserva un aumento significativo per quanto 
riguarda la MMP-2. Esperimenti di Western Blot hanno confermato che le bande 
di proteolisi osservate con la zimografia sono dovute alla gelatinasi A e alla gela-
tinasi B. Il livello sierico della MMP-9 è stato quantificato con il test ELISA ed è 
stata evidenziata una correlazione significativa fra i valori sierici della gelatinasi 
ottenuti con le due tecniche. Grazie alle informazioni ottenute dai pazienti è stato 
possibile osservare che i livelli sierici della MMP-9 sono significativamente au-
mentati solo in quelle persone che manifestano sintomi quali la diarrea, la mialgia 
e l’edema facciale. In conclusione gli esperimenti di enzcheck gelatina-
se/collagenase assay hanno confermato la presenza di proteasi nei prodotti E/S ed 
in particolare di quelle con attività gelatinolitica. Le analisi zimografiche con ge-
latina hanno dimostrato che l’attività gelatinolitica ossevata negli esperimenti di 
enzcheck non è causata dalle gelatinasi o da altre metalloproteasi di matrice, inol-
tre non si osserva nessuna attività caseinolitica. Quindi possiamo escludere che gli 
incrementi dei livelli sierici di MMP-9 e MMP-2, riscontrati nei sieri di animali 
sperimentalmente infettati con T. spiralis siano dovuti ad una produzione di questi 
enzimi da parte del parassita, confermando l’origine esclusivamente legata alle 
cellule infiammatorie dell’ospite. Il livello sierico della MMP-9, ma non della 
MMP-2 aumenta durante la trichinellosi e in particolare la prima ha dimostrato di 
rappresentare non solo un marker d’infiammazione, come già documentato nella 
trichinellosi sperimentale, ma anche un attendibile indice di possibile rilevanza 
clinica. Ulteriori analisi sono necessarie prima che sia possibile introdurre la valu-





Trichinellosis is a parasitic zoonosis caused by ingestion of raw or undercooked 
meat containing infectious larvae of the genus Trichinella. Nematodes of the ge-
nus Trichinella infect animals and humans completing the entire life cycle in only 
one host, the adult stage in the gut and the larval stage in the skeletal muscle cells. 
Two main clades have been recognized in the genus Trichinella: Clade 1 includ-
ing encapsulated species and Clade 2 including the non-encapsulated ones. 
Trichinella spiralis, belonging to Clade 1, is the first species of the genus to be 
discovered in 1835 and causes the most severe manifestations in humans.  
Several studies indicate that matrix metalloproteinases (MMPs) are markers of 





-dependent enzymes which can degrade almost all compo-
nents of the extracellular matrix (ECM), as well as non-matrix proteins. MMPs 
have a characteristic multidomain structure consisting of a prodomain, a catalytic 
domain, a hinge region, and a hemopexin domain. The proteins are synthesized by 
several types of cells and are secreted in a latent form as proenzymes (inactive 
zymogens) or pro-MMPs which then require proteolytic activation. They are 
commonly divided into six subgroups (superfamilies) based on their substrate 
specificity and their aminoacid sequence similarity: collagenases, gelatinases, 
stromelysins, matrilysins, membrane type-MMPs, and other MMPs. The 
gelatinases (MMP-2 or gelatinase A and MMP-9 or gelatinase B) are able to de-
grade gelatin. 
We have conducted studies in mice infected with muscle larvae of Trichinella 
spiralis and were able to show that the total MMP-9 serum level increases at 6 
day post infection (p.i,), when newborn larvae (NBL) enter the blood circulation, 
reaching the highest level at 14 day p.i., when most of NBL have reached the 
muscle niche. On day 28 p.i. serum level decreases and reaches the value ob-
served in control mice at day 42 p.i.. As for MMP-2, the total serum level increas-
es at 14 day p.i., with the highest value observed at 28 day p.i. while at day 42 p.i. 
serum level reaches its lowest. MMP-9 and MMP-2 may therefore be considered 
markers of the inflammatory response in Trichinella spp. infected mice, the for-
mer likely resulting mainly from the intestinal inflammation while the latter re-
sulting from myositis.  
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In light of these results we hypothesized that the MMPs under investigation may 
not only derive from the host, but also from the parasite itself.  Infact, Lai et al 
2005 were able to demonstrate the presence of MMPs in excretory/secretory (E/S) 
of the larvae of Angiostrongylus cantonensis, a nematode parasite close to T. 
spiralis, using a gelatin zymography method. We then conducted the same exper-
iment on E/S produced by muscle larvae of T. spiralis with the aim of  identifying 
metalloproteases, if any. To obtain the E/S of T. spiralis we collected muscle lar-
vae from mice previously infected with the parasite, through partial digestion with 
HCl and pepsin. The larvae, after being washed with a buffer, were suspended in 
medium and incubated for 18h at 37°C with 10% CO2. E/S was then filtered, con-
centrated and lyophilized for storage at -20°C. The E/S of T. spiralis was tested by 
Enzcheck Collagenase/Gelatinase assay (EGCA). The assay showed an increase 
of gelatinolytic activities compared to the control (jelly) and using inhibitors such 
as EDTA and leupeptin it was possible to observe a decline in activity, indicating 
that proteases within the E/S could be metalloproteases, cysteine proteases or ser-
ine proteases. To better characterize this proteases we carried out zymography 
analysis of the E/S which did not show any significant gelatinolytic or 
caseinolytic activity.  
The onset of a human outbreak of trichinellosis in the Garfagnana region (Tusca-
ny, Italy) caused by T. britovi allowed us to evaluate the clinical significance of 
gelatinases MMP-2 and MMP-9 in human trichinellosis. Patient sera were ana-
lyzed by gelatin zymography: we observed a significant increase in the activity of 
both pro-MMP-9 and MMP-9/NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin) 
compared to controls, while we did not observe a significant increase of MMP-2. 
Western Blotting experiments have confirmed that the bands of proteolysis ob-
served gelatin zymography correspond to MMP-9 and MMP-2. The serum level 
of MMP-9 was also quantified by ELISA and a significant correlation was ob-
served between serum levels of this gelatinase obtained with the two techniques. 
Serum levels of MMP-9 were significantly increased only in patients with symp-
toms such as diarrhea, myalgia and facial edema.  
In summary the experiments of EGCA confirmed the presence of proteases in the 
E/S of Trichinella and in particular of those proteases with gelatinolytic activities. 
Gelatin zymography have shown that the gelatinolytic activity observed during 
EGCA is not caused by gelatinase or other matrix metalloproteases, and 
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caseinolytic activity was not observed. Therefore it can be ruled out that increased 
serum levels of MMP-9 and MMP-2 in sera from animals experimentally infected 
with T. spiralis are due to the production of these enzymes by the parasite itself, 
confirming an exclusive origin from host inflammatory cells. MMP-9 levels in-
crease during trichinellosis and it this gelatinase may represent not only a marker 
of inflammation, as already documented in experimental infection, but also an in-
dex of potential clinical relevance. Further analyses will be needed in order to 






La Trichinellosi è una zoonosi causata dall’ingestione di carne cruda o poco cotta 
contenente la larva infettiva del genere Trichinella. Il genere Trichinella si suddi-
vide in due cladi, uno di specie incapsulate e uno di specie non incapsulate. Tri-
chinella spp. è un nematode, un verme di dimensioni che variano da circa 100 µm 
a qualche millimetro, nel corso del proprio ciclo vitale. Il ciclo vitale di questo pa-
rassita si svolge all’interno di un singolo ospite, lo stadio adulto nell’intestino e 
quello larvale nel muscolo scheletrico (Bruschi e Chiumento 2012). Il ciclo biolo-
gico del nematode inizia nel momento in cui un organismo ingerisce muscolo stri-
ato contente la larva di Trichinella. Il parassita riesce a superare l’ambiente acido 
dello stomaco ed arrivare nell’intestino, dove raggiunge la sua maturità sessuale e  
può riprodursi. Le femmine adulte rilasciano, a partire dal giorno 6° post infezione, 
le larve newborn (NBL) nei vasi linfatici. Le NBL, dopo aver raggiunto il sistema 
circolatorio sanguigno, sono in grado di raggiungere i muscoli scheletrici ed entra-
re attivamente nel sarcomero. Le larve inducono un cambiamento morfologico e 
fisiologico in queste cellule, che diventeranno nurse cell, una nicchia ecologica 
che garantisce la sopravvivenza del parassita per parecchi anni in attesa nell’inizio 
di un nuovo ciclo (Pozio 2007). Sono stati condotti degli esperimenti (Bruschi et 
al., 2014) su topi infettati con due specie di Trichinella, una appartenente al clade 
incapsulate T. spiralis ed una appartenente a quello non incapsulate T. pseudospi-
ralis. I risultati mostrano una differenza nei livelli sierici delle gelatinasi tra le due 
infezioni. In particolare il livello sierico della MMP-9 nell’infezione causata da T. 
spiralis aumenta il giorno 6 post infezione, ha il suo picco il giorno 14 mentre il 
giorno 28 inizia a diminuire. Il giorno 42 ritorna ad un livello basale. Il livello del-
la MMP-2 invece aumenta significativamente il giorno 14 e questo incremento 
continua fino al giorno 28. Il giorno 42 si assiste ad una diminuzione del livello 
sierico. I livelli delle due gelatinasi nel gruppo di topi infettati con Trichinella 
pseudospiralis sono decisamente più bassi ma mostrano un trend molto simile. La 
gelatinasi B aumenta durante la fase enterica dell’infezione, mentre la gelatinasi A 
aumenta nel corso della miosite durante la fase parenterale. Questi due enzimi po-
trebbero essere considerati marker di infiammazione in questo modello di trichi-
nellosi. Alla luce di questi risultati è stato ipotizzato che le MMP osservate potes-
sero essere prodotte dal parassita e non dalla specie ospite, poiché è stata riscon-
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trata la presenza di metalloproteasi di matrice nell’ escreto/secreto (E/S) delle lar-
ve di Angiostrongylus cantonensis, un parassita nematode come T. spiralis (Lai 
2005). I ricercatori del McDonnel Genome Institute dell’Università di Washington 
St. Louis (nematode.net) hanno sequenziato l’intero genoma di Trichinella spira-
lis e hanno fatto una predizione sui possibili geni presenti. Grazie a questa analisi 
e utilizzando anche “Blast” un algoritmo di allineamento (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
ho potuto riscontrare che il parassita dovrebbe possedere quattro distinte metallo-
proteasi di matrice (MMP): MMP-14, MMP-16, MMP-17 e MMP-20. La prima 
parte della tesi quindi avrà come obbiettivo l’identificazione di possibili metallo-
proteasi di matrice nei prodotti E/S.  L’insorgenza di un focolaio umano di trichi-
nellosi in Garfagnana ci ha permesso inoltre di analizzare, nella seconda parte del-
lo studio, il significato delle gelatinasi nell’infezione in particolare valutare se 
queste metalloproteasi  possano essere considerate attendibili marker di infiam-
mazione, confermando i dati ottenuti su modello murino, e vedere se esista una 
possibile correlazione tra i livelli di questi enzimi e la sintomatologia o alcuni pa-
















1.1 LE METALLOPROTEASI DI MATRICE (MMP) 
1.1.1 Caratteristiche generali 
Il turnover delle proteine è un evento molto importante sia per lo sviluppo che per 
la sopravvivenza di un organismo. Le proteasi sono degli enzimi in grado di scin-
dere il legame peptidico delle proteine mediante una reazione di idrolisi Fig.(1) 
Figura 1. Processo di idrolisi (Mondadori education) 
Le proteasi (peptidasi) possono essere di due tipi: endopeptidasi ed esopeptidasi, 
le prime idrolizzano il legame peptidico all’interno della proteina le altre invece 
scindono i legami alle estremità del peptide. Le proteasi possono essere classifica-
te secondo il loro residuo amminoacidico necessario per la catalisi, oppure in base 
al cofattore indispensabile per la reazione in quattro categorie: serin proteasi, ci-
stein proteasi, aspartato proteasi e metalloproteasi (Sekhon 2010). Le metallopro-
teasi sono il gruppo più numeroso e poco meno della metà di questi enzimi, appar-
tengono alla famiglia delle “Metzincins” (Sterchi 2008). Le “Metzincins “ sono 
una famiglia di endopeptidasi Zn
2+
 dipendenti che include le metalloproteasi di 
matrice o matrixine (MMP), le astacine, le serralisine e le adamalisine (Stöcker et 
al., 1995). Sono caratterizzate da una struttura tridimensionale simile, da un moti-
vo conservato che lega lo ione metallico (HEXXHXXG/NXXH/D) e da un resi-
duo di metionina che forma un “Met-turn” otto residui a valle in modo da miglio-
rare la stabilità del sito catalitico (Murphy e Nagase 2008; Sterchi 2008). Il 
database MEROPS  (http://www.merops.sanger.ac.uk) attribuisce alle MMP ID 
MEROPS M10. Secondo la classificazione EC (Enzyme Commission) le matrixine 




 dipendenti in grado di degra-
dare quasi tutte le componenti della matrice (ECM) ma anche proteine non appar-
tenenti alla matrice (Visse e Nagase 2003). Queste proteasi quindi sono in grado 
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di processare altre componenti come per esempio le molecole di adesione, fattori 
di crescita, citochine, chemochine e recettori cellulari con conseguenti cambia-
menti della fisiologia cellulare (Sterchi 2008; Murphy e Nagase 2008; Sekhon 
2010). Le metalloproteasi di matrice sono state trovate nei vertebrati, negli inver-
tebrati (es: Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans), ma anche nelle 
piante dove svolgono un ruolo cruciale in molti processi fisiologici come la cre-
scita e la risposta a stress causati da attacchi da parte di patogeni (Sekhon 2010). 
Nel 1962 Gross e Lapiere sono stati i primi ad evidenziare un’attività collagenoli-
tica in tessuti prelevati da un girino durante la  metamorfosi, evento in cui la ma-
trice extracellulare subisce un rapido rimodellamento (Murphy e Nagase 2008). 
Nel 1975 è stata purificata, da tessuto umano, la prima collagenasi con caratteri-
stiche simili a quelle dell’enzima rilevato nel girino e undici anni dopo è stata de-
dotta la struttura primaria della collagenasi umana, MMP-1, attraverso il clonag-
gio del suo cDna (Murphy e Nagase 2008). Le metalloproteasi di matrice parteci-
pano al rimodellamento e alla degradazione della matrice extracellulare e della 
membrana basale. Questi eventi si verificano in diversi processi fisiologici come: 
l’embriogenesi, l’angiogenesi, la proliferazione cellulare, la migrazione e il diffe-
renziamento. Svolgono un ruolo importante anche nella guarigione delle ferite at-
tivando proteoliticamente i fattori di crescita necessari (Hijova 2005; Page-
McCaw et al., 2007; Ghajar et al., 2008). Si osserva un incremento 
dell’espressione delle MMP nei processi di infiammazione, in condizioni patolo-
giche sia croniche che acute,  come l’artrite, le malattie cardiovascolari, le malat-
tie infiammatorie intestinali, il diabete, la crescita tumorale e la metastasi (Bruschi 
e Pinto 2012). Questo suggerisce che questi enzimi sono una componente impor-
tante di risposta dell’organismo ad infezioni, lesioni traumatiche, lesioni autoim-
muni e lesioni di natura tossica (Parks et al., 2004). Per esempio la guarigione del-
le ferite sulla pelle richiede l’attività catalitica della MMP-1 (Parks et al., 2004)  
1.1.2  La matrice extracellulare 
La matrice extracellulare è un complesso strutturale che circonda e sorregge le 
cellule, composto da glicosaminoglicani (GAG), proteoglicani, glicoproteine ade-
sive, e proteine fibrose strutturali. Si possono distinguere due tipi di matrice extra-
cellulare: la matrice interstiziale extracellulare (ECM) e la membrana basale asso-
ciata all’epitelio (BM) (Kumar et al., 2004; Ingber 2006). Diversi tipi di enzimi 
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proteolitici sono coinvolti nella degradazione della matrice e fra questi il gruppo 
principale è quello delle serin proteasi, cistein proteasi e le MMP (Bruschi e Pinto 
2013). Alcuni tessuti ,come per esempio quello epiteliale, sono costituiti da lami-
ne di cellula con scarsissima matrice extracellulare, al contrario il tessuto connet-
tivo è composto principalmente dalla matrice extracellulare con delle cellule spar-
se al suo interno. Le componenti della matrice extracellulare sono sintetizzate dal-
le cellule residenti per poi essere secrete mediante esocitosi, quindi ogni cellula 
sintetizza molecole specifiche in specifici tessuti. I GAG sono molecole polisac-
caridiche lineari, lunghe catene formate dalla ripetizione di un disaccaride. I pro-
teoglicani (es. sindecano) sono una famiglia di macromolecole costituite da un 
core proteico a cui si legano covalentemente dei GAG, che li rendono in grado di 
richiamare al proprio interno grandi quantità di acqua, conferendo alla matrice una 
notevole resistenza alla compressione e ritardano la diffusione di patogeni di varia 
natura, come pure di cellule metastatiche. I proteoglicani in associazione con la 
lamina basale formano una specie di filtro molecolare selettivo per le macromole-
cole. Le glicoproteine adesive presentano numerosi domini per interagire con le 
integrine, proteine della superficie cellulare, e con le componenti della matrice  
extracellulare (fibre di collagene e proteoglicani) facilitando cosi l’adesione delle 
cellule alla matrice. Le principali glicoproteine sono la fibronectina, la laminina, 
l’entactina, la tenascina, la condronectina e l’osteonectina. La capacità da parte 
della matrice extracellulare di resistere alla comprensione è assicurata dalla pre-
senza di proteoglicani e GAG che la mantengono idratata mentre la resistenza alla 
trazione è conseguenza della presenza di fibre inestensibili di collageno.  Le fibre 
di collagene, che costituiscono circa il 20% di tutte le proteine del corpo, sono 
composte da subunità di tropocollageno. Ogni  singola molecola di tropocollageno 
è formata da tre catene polipeptidiche, catene α, avvolte fra loro  in una configura-
zione a tripla elica. Queste molecole tendono ad assemblarsi spontaneamente for-
mando fibrille di collagene, che a loro volta si aggregano per dare origine alle fi-
bre di collagene. Ciascuna catena α è formata da 1000 aminoacidi un terzo dei 
quali è rappresentato dalla glicina che si ripete ogni tre residui, mentre il restante è 
rappresentato principalmente da prolina, idrossiprolina ed idrossilisina. La glicina 
è un aminoacido molto piccolo, grazie alla sua struttura permette il ripiegamento 
ad elica delle catene α e la loro compattazione. I legami ad idrogeno, che si for-
mano con la partecipazione dell’idrossiprolina, tengono unite le tre catene α, men-
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tre l’idrossilisina svolge un ruolo nel tenere unite le molecole di tropocollageno. 
Esistono diversi tipi di collageno che si trovano localizzati in regioni specifiche 
del corpo dove svolgono ruoli altrettanto specifici. Il collageno di tipo I è il più 
comune, forma fibre abbastanza spesse nel tessuto connettivo propriamente detto, 
nel tessuto osseo, nella dentina e nel cemento. E’ sintetizzato da fibroblasti, oste-
oblasti, odontoblasti e cementoblasti. Il collageno di tipo II forma fibre più sottili 
ed è quasi esclusivo della cartilagine ialina ed elastica, viene sintetizzato dai con-
droblasti. Il collageno di tipo III  è un tipo di collagene altamente glicosilato, vie-
ne sintetizzato da fibroblasti, cellule reticolari, cellule del muscolo liscio ed epa-
tociti. Questo tipo di collageno si ritrova a livello del sistema linfatico, milza, fe-
gato, sistema cardiovascolare, polmoni, pelle. Il collageno di tipo IV non forma 
fibrille, ma reti di molecole di procollageno che si combinano per formare una in-
telaiatura per la membrana basale. E’ sintetizzato dalle ceIlule epiteliali, muscolari 
e dalle cellule di Schwann. Il collageno di tipo V forma delle fibrille molto sottili 
associate di solito al collageno di tipo I. La loro sintesi è a carico delle cellule me-
senchimali e dei fibroblasti. Il collageno di tipo VI forma dei dimeri che si assem-
blano in strutture specializzate, e che aiutano a collegare la lamina basale degli e-
piteli pluristratificati al sottostante tessuto connettivo. Si trova nello spazio inter-
stiziale ed è associato al collageno di tipo I. Il collageno di tipo VII forma piccoli 
aggregati, fibrille di ancoraggio, che assicurano l’adesione della membrana basale 
alle fibre sottostanti di collegeno di tipo I e II. Viene sintetizzato dalle cellule epi-
dermiche e si trova nelle giunzioni dell’epidermide e del derma (Gartner e Hiatt 
2002). La ECM non deve essere considerata soltanto come un supporto meccanico 
per le cellule, infatti è considerato un vero e proprio serbatoio di fattori di crescita 
e un suo possibile rimodellamento, può avere conseguenze fenotipiche nel com-
portamento cellulare. Svolge anche un ruolo molto importante nel regolare la co-
municazione intercellulare, sia in condizioni fisiologiche che in quelle patologiche. 
La matrice è anche responsabile della trasmissione di segnali extracellulari alla 






1.1.3 Struttura e classificazione delle MMP 
Il criterio per stabilire l’appartenenza alla famiglia delle matrixine è l’omologia 
della sequenza genomica con quella codificante il dominio catalitico della Fibro-
blast Collagenase, (MMP-1), la prima ad essere scoperta. Questi enzimi cataliz-
zano i propri substrati a pH neutro. (Amӑlinei et al., 2007) Le MMP hanno una 
struttura multidominio  formata da: un pro-dominio, un dominio catalitico, una 
regione cerniera ed un motivo di tipo emopexina Fig.(2). Il peptide segnale dirige 
le proteasi attraverso la via secretoria della cellula e il prodominio mantiene questi 
enzimi in una forma inattiva. Il dominio catalitico contiene: il sito di legame per 
lo Zn
+2
, tre residui di istidina (HEXXHXXGXXH), altamente conservato e una 
metionina che forma un “Met-turn” otto residui a valle. Il “Met-turn”è necessario 
per supportare la struttura a “fossetta” intorno allo Zn2+  (tipica delle Metzinc). La 
regione cerniera detta “hinge”, lunga circa 75 amminoacidi, è ricca in prolina e 
lega il dominio catalitico a quello C-terminale “hemopexin-like”. Quest’ultimo 
dominio (circa 200 amminoacidi) determina la specificità di substrato delle metal-
loproteasi di matrice e media l’interazione con gli inibitori endogeni tessutali 
TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases) (Amӑlinei et al., 2007). Le metal-
loproteasi di matrice sono mantenute in uno stato cataliticamente inattivo 
dall’interazione fra il gruppo tiolico del residuo di cisteina (Cys73 ) del prodominio 
e lo ione zinco nel sito catalitico (Parks et al., 2004). Per essere attivate necessita-
no della rottura di tale interazione in un processo denominato “Cysteine switch”. 
La famiglia delle MMP comprende almeno 25 enzimi, 24 sono stati  trovati nei 
mammiferi (Parks et al., 2004). Sulla base della specificità del substrato, della 
somiglianza della loro sequenza amminoacidica e dell’organizzazione dei domini 
le MMP sono suddivise in sei gruppi: le collagenasi, le gelatinasi, le stromalisine, 
le matrilisine, le MMP legate alla membrana e un gruppo più eterogeneo formato 
dalle altre MMP (Amӑlinei et al., 2007). Tab (1) 
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Figura 2. La struttura a domini delle MMps SP=peptide segnale; Fr=dominio ri-
conosciuto dalla furina; Fn=ripetizione di fibronectina; SH=gruppo tiolico; 
GPI=glicosilfosfatidilinositolo; TM=dominio transmembrana; Cs=dominio cito-
solico; C5=dominio di collagene di tipo V; SA=dominio di ancoraggio alla mem-
brana; Cys=dominio ricco in cisteina; IgG-like= dominio di tipo immunoglobuli-
na (Parks et  al., 2004) 
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Le Collagenasi  
Le collagenasi sono formate da un pro-dominio, un dominio catalitico e uno di ti-
po emopexina. Sono le principali proteasi capaci di degradare (in condizioni di pH 
neutro) le fibre di collageno di tipo I, II, III, V nello spazio extracellulare . Esisto-
no quattro diverse collagenasi: MMP-1 (Collagenasi-1), MMP-8 (Collagenasi-2), 
MMP-13 (Collagenasi-3) e MMP-18 (Collagenasi-4) (Amӑlinei et al. 2007; 
Murphy e Nagase 2008). Questi enzimi tagliano un sito specifico nelle catene-α 
delle fibrille di collageno (tra Gly775 e Leu:Ile776), generando i caratteristici 
frammenti N-terminale 3:4 e C-terminale 1:4, i quali denaturano rapidamente in 
gelatina alla temperatura corporea. La gelatina diventa substrato per le gelatinasi, 
per la MMP-8 ed anche per le serin proteasi (Amӑlinei et al., 2007; Murphy e Na-
gase 2008). Le collagenasi inoltre sono in grado di idrolizzare altre componenti 
della ECM, ma sono incapaci di agire su fibrille di collageno in assenza del loro 
dominio di tipo emopexina, rendendo quindi necessaria la cooperazione, fra que-
sto dominio e quello catalitico, per la propria attività collagenolitica (Murphy e 
Nagase 2008). La MMP-1 conosciuta come già detto anche con il nome di fibro-
blasto collagenasi, è prodotta da vari tipi di cellule: fibroblasti, cheratinociti, cel-
lule endoteliali, macrofagi, epatociti, condrociti e osteoblasti (Murphy e Nagase 
2008).  La collagenasi-2 (MMP-8) è sintetizzata dalle cellule endoteliali, dai con-
drociti e dai leucociti polimorfonucleati (PMN), durante la loro maturazione nel 


































































tracellulari nella forma latente per poi essere secreta (durante la degranulazione), 
in risposta a stimoli esterni, e attivata (Amӑlinei et al., 2007). La collagenasi-3 o 
MMP-13 è caratterizzata da un ampia specificità di substrato e da una limitata e-
spressione se paragonata alle altre MMP. E’ in grado di degradare la gelatina con 
un’efficienza maggiore rispetto alle altre collagenasi. La forma latente delle 
MMP-13 è attivata dalla MMP-3, MMP-10, MMP-2, MMP-14, MMP-15, tripsina 
e plasmina. La collagenasi- 3 è in grado di attivare la forma latente delle gelatinasi 
(MMP-9 e MMP-2) (Amӑlinei et al., 2007).  La collagenasi-4 o MMP-18 è stata 
scoperta in Xenopus e non è presente nei mammiferi (Nagase et al., 2006). 
Le Stromalisine 
Esistono tre differenti stromalisine: la stromalisina-1 (MMP-3), la stromalisina-2 
(MMP-10) e la stomalisina-3 (MMP-11). Le prime due hanno la stessa struttura a 
domini delle collagenasi, invece la metalloproteasi-11 è strutturalmente poco si-
mile alle altre metalloproteasi (Amӑlinei et al., 2007). Al contrario delle altre in-
fatti, che necessitano di attivazione extracellulare, è attivata a livello intracellulare 
da una peptidasi, la furina, poichè contiene una regione, fra il pro-dominio e il 
dominio terminale, che è riconosciuto e tagliato da questo enzima (Amӑlinei et al., 
2007; Murphy e Nagase 2008;). La MMP-11 quindi è secreta già in forma attiva 
(Amӑlinei et al., 2007; Murphy e Nagase 2008;). Queste proteasi partecipano alla 
degradazione delle componenti della ECM e all’attivazione di alcune pro-MMP. 
(Murphy e Nagase 2008) Le MMP-3 e MMP-10 sono prodotte dai fibroblasti e 
dalle cellule epiteliali in vitro e in vivo. (Amӑlinei et al., 2007). La stromalisina-1 
inoltre è in grado di tagliare l’inibitore di proteasi-α1, il precursore del TNF-α, la 
proteina basica della mielina (MBP), e può degradare ed inattivare l’interleuchina 
(IL-)1b. Questo enzima ha un’attività proteolitica maggiore rispetto alla stromali-
sina-2 (Amӑlinei et al., 2007). La MMP-3 attiva alcune pro-MMP e in particolare 
la sua azione ha un ruolo importante nell’attivazione della MMP-1. La MMP-11 
degrada gli inibitori delle serin-proteasi (inibitore di proteasi-α1 e antitripsina- α1). 
Questa proteasi è prodotta a livello dell’utero, della placenta e dalle ghiandole 






Il gruppo delle matrilisine comprende tre membri: la matrilisina-1 (MMP-7) e la 
matrilisina-2 (MMP-26) e la metalloelastasi (MMP-12). Sia la MMP-7 che la 
MMP-26 sono prive del dominio di tipo emopexina. Le matrilisine, al pari della 
gelatinasi B, sono capaci di tagliare il plasminogeno umano producendo un fram-
mento N-terminale di angiostatina, un inibitore circolante dell’angiogenesi 
(Amӑlinei et al., 2007). La MMP-7 è prodotta dalle cellule epiteliali di vari di-
stretti e quindi la funzione di questo enzima potrebbe essere influenzata dal suo 
rilascio nella zona apicale o basolaterale (Amӑlinei et al., 2007). Oltre alle com-
ponenti della ECM (fibronectina, laminina, proteoglicani) la MMP-7 processa an-
che molecole di superficie cellulare come il ligando Fas, il precursore del TNF-α, 
le E-caderine e l’integrina β4 (Amӑlinei et al., 2007). Questo enzima infatti taglia 
l’ectodominio del ligando Fas, legato alla membrana, producendo un frammento 
solubile capace di aumentare l’apoptosi delle cellule circostanti, attraverso il le-
game con il suo recettore.  (Amӑlinei et al., 2007). Può essere attivata da endopep-
tidasi come la plasmina e la tripsina (Amӑlinei et al., 2007). La matrilisina-1 svol-
ge un ruolo nel mantenimento dell’immunità innata nel polmone e nell’intestino 
attivando proteoliticamente peptidi antibatterici come le prodefensine (Amӑlinei 
et al., 2007). La matrilisina-2 (MMP-26) è la più piccola metalloproteasi di matri-
ce conosciuta, la sua struttura primaria contiene una sequenza segnale per la se-
crezione, un pro-dominio ed un dominio catalitico con lo ione zinco. Il pro-
dominio contiene un motivo, che interagisce con lo ione zinco presente nel sito 
catalitico, diverso dalle altre MMP. Questo enzima può andare incontro ad 
un’autocatalisi a differenza delle altre metalloproteasi (Amӑlinei et al., 2007). La 
MMP-26 degrada in vitro il collagene di tipo IV, la fibronectina, il fibrogeno, il 
collagene denaturato di tipo I e IV, antitripsina- α1, macroglobulina- α2 e IGFBP 
(Insulin-like growth factor-binding protein). Inoltre questa proteasi può attivare la 
MMP-9 in un sito specifico, formando una gelatinasi più stabile rispetto a quella 
che si forma quando l’enzima è tagliato dalle altre MMP come la MMP-7. 
L’enzima è inibita da TIMP-2 e -4. Un significativo livello di espressione della 
MMP-26 è stato osservato, mediante l’utilizzo di northern blot, nell’utero, nel re-
ne e nella placenta in condizioni fisiologiche (Amӑlinei et al., 2007). La MMP-12 
(metalloelastasi) è stata scoperta per la prima volta nei macrofagi. E’ in grado di 
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degradare le molecole della matrice (es: elastina, fibronectina, laminina, proteo-
glicani) ed è essenziale per la migrazione dei macrofagi. (Amӑlinei et al., 2007; 
Murphy e Nagase 2008). 
Le Metalloproteasi di Membrana (MT-MMP) 
Le metalloproteasi di membrana sono proteine transmembrana (MMP-14,-15,-16,-
24) o proteine ancorate alla membrana grazie ad un dominio glicosilfosfatidilino-
sitolo GPI (MMP-17, -25).  Le prime hanno un dominio transmembrana di 20 a-
minoacidi idrofobici, all’estremità C-terminale, seguita da 24 aminoacidi che for-
mano il dominio citosolico della proteina (Amӑlinei et al., 2007; Murphy e Naga-
se 2008). Le altre hanno un dominio GPI all’estremità C-terminale (Amӑlinei et 
al., 2007; Murphy e Nagase 2008). Le metalloproteasi di membrana contengono 
un motivo simile a quello della MMP-11, tra il pro-dominio e il dominio catalitico, 
riconosciuto e tagliato da una pro-peptide convertasi simile alla furina. Quindi la 
loro attivazione avviene a livello intracellulare. Tutte le MT-MMP ad esclusione 
della MT4-MMP (MMP-17) sono in grado di attivare la pro-MMP-2 (Amӑlinei et 
al., 2007).  
Le Altre MMP 
Le rimanenti MMP fanno parte di un gruppo più eterogeneo. La MMP-19 è un 
enzima particolarmente adatto alla degradazione della membrana basale, tuttavia 
come le altre MMP è anche capace di digerire altre molecole della ECM (Murphy 
e Nagase 2008). Questa proteasi è prodotta dai leucociti e da un gran numero di 
tessuti umani, e svolge un ruolo fondamentale nel rimodellamento dei tessuti, nel-
la guarigione delle ferite e nella migrazione delle cellule epiteliali (Animӑlei et al., 
2007; Murphy e Nagase 2008). La enamelisina (MMP-20) è prodotta in modo 
specifico nel tessuto dentale dagli odontoblasti e degrada l’amelogenina, un tipo 
di proteina della matrice extracellulare coinvolta nello sviluppo dello smalto 
(Animӑlei et al., 2007; Murphy e Nagase 2008). La MMP-21 contiene un sito di 
taglio riconosciuto dalla furina nel pro-dominio, un dominio catalitico ed un do-
minio di tipo emopexina C-terminale, tuttavia non sono presenti la regione cernie-
ra, il dominio transmembrana e il dominio citoplasmatico (Amӑlinei et al., 2007). 
L’enzima è prodotto sia nei tessuti fetali che in quelli adulti, svolgendo 
un’importante e specifica funzione nell’embriogenesi specialmente delle cellule 
22 
 
neuronali (Amӑlinei et al., 2007). La MMP-23 ha nel suo pro-dominio un motivo, 
che interagisce con lo ione zinco presente nel sito catalitico, diverso rispetto alle 
altre MMP. Questa matrixina inoltre non ha il dominio di tipo emopexina 
all’estremita C-terminale e questa regione è sostituita da un dominio di tipo im-
munoglobulina ricco in cisteina (Murphy e Nagase 2008). Questo enzima è una 
proteina di membrana di tipo II poiché possiede un dominio transmembrana N-
terminale che permette alla proteasi l’ancoraggio alla membrana. Il pro-dominio 
inoltre contiene una regione riconosciuto dalle proteasi e quindi viene tagliato da 
una convertasi. Questa MMP è prodotta nel testicolo, nell’ovaio e nella prostata 
suggerendo un ruolo specifico nella riproduzione (Amӑlinei et al., 2007; Murphy 
e Nagase 2008,). La MMP-27 ha tutti i domini tipici di una metalloproteasi di ma-
trice, è in grado di degradare la caseina ed è espressa dai linfociti-B (Murphy e 
Nagase 2008). L’ Epilisina (MMP-28) è prodotta in molti tessuti come quello 
polmonare, nella placenta, nel cuore, nel tratto gastrointestinale e nei testicoli. Nei 
cheratinociti la proteasi potrebbe svolgere un ruolo importante nella riparazione 
delle ferite (Murphy e Nagase 2008). Possiede inoltre un sito di taglio riconosciu-
to da proteasi, che quindi sono in grado di attivarla all’interno della cellula 
(Amӑlinei et al., 2007). 
Le Gelatinasi 
Figura 3. La struttura delle gelatinasi (Parks et  al., 2004) 
Esistono due tipi di gelatinasi:  la gelatinasi A (MMp-2, collagenasi 72 kDa di ti-
po IV) e la gelatinasi B (MMp-9, gelatinasi 92 kDa ) Fig.(3). Queste proteasi 
prendono il loro nome dalla loro efficienza nel degradare tutti i tipi di gelatina che 
si formano dalla denaturazione dei vari tipi di collageno (Ravi et al 2007).  Il col-
lageno, dopo essere stato degradato dalle collagenasi, a 37°C (temperatura corpo-
rea) si denatura formando gelatina (Murphy e Nagase 2008). Questi enzimi sono 
caratterizzati dalla presenza di un motivo di tre ripetizioni di fibronectina di tipo II 
nel dominio catalitico, che creano un sito di legame per il collageno, al contrario 
delle collagenasi che usano il dominio di tipo emopexina per legarsi al substrato 
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(Amӑlinei et al., 2007; Ravi et al., 2007). A differenza della MMP-2, la MMP-9 
possiede un dominio aggiuntivo di collageno V ricco in Serina/Treonina/Prolina 
vicino alla regione cerniera. Le gelatinasi sono capaci di degradare il collageno di 
tipo IV, V, VII, la gelatina, l’elastina, il core proteico dei proteoglicani, la MBP, 
la fibronectina, la fibrillina-1 e i precursori del TNF-α e dell’interleuchina (IL-)1b 
(Amӑlinei et al., 2007; Ravi et al., 2007). Le gelatinasi hanno un ruolo importante 
nella degradazione della matrice extracellulare e nel rimodellamento tessutale in 
vari stati fisiologici come l’impianto della blastocisti nell’utero e la riparazione 
delle ferite (Amӑlinei et al., 2007). Rispetto alle altre MMP, lo stato di attivazione 
delle gelatinasi è importante anche per la loro affinità al substrato. Per esempio la 
pro-MMP-9 ha una maggiore affinità per il collageno di tipo I e per la gelatina ed 
una minore affinità per il collagene di tipo IV (Allan et al., 1995; Ravi et al., 
2007). Le due gelatinasi, nonostante le loro caratteristiche comuni hanno un effet-
to opposto nelle malattie infiammatorie intestinali IBD (Inflammatory Bowel Di-
sease), infatti le MMP-2 prodotte dalle cellule dell’epitelio svolgono un ruolo pro-
tettivo, mentre le MMP-9 causano danno al tessuto (Ravi et al., 2007). Le gelati-
nasi sono prodotte dalle cellule endoteliali, dai fibroblasti, dalle piastrine, dai lin-
fociti T CD4+ (la MMP-2), dai neutrofili, dagli eosinofili e dai macrofagi (la 
MMP-9) (Iyer et al., 2012).  
La Gelatinasi A 
La gelatinasi A quindi ha un pro-dominio, un dominio catalitico con tre ripetizioni 
di fibronectina di tipo II e un dominio di tipo emopexina. La regione hinge (fra il 
dominio catalitico e quello di tipo emopexina) è più corta se confrontata con quel-
la della MMP-9 (Ravi et al., 2007). La MMP-2, al contrario della MMP-9, è in 
grado di degradare il collageno di tipo I, II e III in maniera simile alle collagenasi, 
tuttavia la sua attività è inferiore rispetto alla MMP-1 e ad altre collagenasi 
(Murphy e Nagase 2008). I Tumor necrosis factor (TNF-)α e -β stimolano la pro-
duzione di MMP-2 mentre l’interferone-t (IFN-t) la reprime (Amӑlinei et al., 
2007). La gelatinasi A è prodotta da vari tipi cellulari: i fibroblasti, i cheratinociti, 
le cellule endoteliali, i condrociti, gli osteoblasti e i monociti (Amӑlinei et al., 
2007). La MMP-2 nel colon è sintetizzata, principalmente a livello dell’epitelio e 
della lamina propria. In corso di malattie infiammatorie intestinali l’espressione 
dell’enzima va incontro ad un aumento di produzione a livello subepiteliale, nei 
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fibroblasti e nei miofibroblasti delle cripte, nelle cellule mononucleate (macrofagi 
e linfociti), nelle cellule epiteliali e nelle cellule dell’endotelio vascolare (Ravi et 
al., 2007). La MMP-2 è anche coinvolta nella regolazione delle funzioni della bar-
riera epiteliale. Infatti gelatinasi mutate (con perdita della funzione) potrebbero 
contribuire alla disfunzione della barriera in patologie infiammatorie intestinali 
(Ravi et al., 2007). Questa metalloproteasi inoltre svolge un ruolo fondamentale 
nella guarigione delle ferite in diversi organi, infatti la sua attività è necessaria per 
l’angiogenesi e la riepitelizzazione, durante la guarigione di ferite cutanee (Ravi et 
al., 2007). La forma pro-MMP-2 ha un peso molecolare intorno a 72 kDa, è una 
proteina non glicosilata e si trova nel siero come monomero, quando l’enzima è 
attivo il suo peso è intorno ai 66 kDa.  
La Gelatinasi B 
Il dominio di collageno di tipo V altamente glicosilato influenza la specificità di 
substrato della MMP-9  e la sua capacità di resistere alla degradazione da parte dei 
TIMP (Ravi et al., 2007). Questa metalloproteasi è in grado di idrolizzare il telo-
peptide N-terminale del collageno di tipo I in ambiente acido (Amӑlinei et al., 
2007). Come le altre metalloproteasi, la MMP-9 è sintetizzata come pro-enzima e 
necessita di attivazione, tuttavia la pro-MMP-9 ha una intrinseca capacità di lega-
re e degradare alcuni tipi di gelatina (Ravi et al., 2007). Questo enzima è attivato 
da altre MMP come le metalloproteasi-1, -3, -7, la gelatinasi A. In particolare le 
MMP-2 e -3 sono considerate gli attivatori con maggior efficienza della gelatinasi 
B (Ravi et al., 2007). La MMP-9 è sintetizzata dai macrofagi alveolari, dai leuco-
citi polimorfonucleati e dagli osteoclasti (Amӑlinei et al., 2007). L’espressione 
della gelatinasi B aumenta durante l’insorgere di malattie infiammatorie intestinali 
anche in diversi modelli sperimentali, risultando la proteasi più espressa in queste 
condizioni patologiche (Ravi et al., 2007). Durante il processo di infiammazione i 
neutrofili sono un’importante fonte di MMP-9 tuttavia questi enzimi non parteci-
pano alla loro transmigrazione (Ravi et al., 2007). La pro-MMP-9 ha un peso mo-
lecolare di 92 kDa e nel plasma è presente come monomero o complessata alla li-
pocalina 2 formando dimeri e/o multidimeri chiamati neutrophil gelatinase-
associated lipocalin 125 kDa (NGAL). La forma attiva ha un peso molecolare di 




1.1.4 Struttura 3D delle MMP 
La struttura 3D delle metalloproteasi è stata identificata con analisi di cristallogra-
fia a raggi X e risonanza magnetica nucleare (NMR). Il pro-dominio  è formato da 
tre α eliche connesse da dei loop (Amӑlinei et al., 2007; Murphy e Nagase 2008). 
La regione suscettibile alle proteasi “bait region” è localizzata nel primo loop, fra 
la prima e la seconda elica. Questa regione nella pro-MMP-2 è stabilizzata da un 
ponte disolfuro (Amӑlinei et al., 2007; Murphy e Nagase 2008). Il pro-dominio 
contiene il motivo PRCGXPD, tipico di tutte le matrixine, ad esclusione della 
MMP-23 e della MMP-26. Questa sequenza si localizza sopra il sito di binding 
del substrato nel dominio catalitico. Il gruppo SH della cisteina interagisce con lo 
zinco nel sito catalitico (Murphy e Nagase 2008). Quindi lo ione Zn
2+ 
è connesso 
con le tre istidine sul dominio catalitico e una cisteina nel pro-dominio (Amӑlinei 
et al., 2007). Nel momento dell’attivazione l’interazione fra la cisteina del pro-
dominio e lo ione zinco si interrompe e permette ad una molecola di acqua di le-
garsi allo ione (Amӑlinei et al., 2007).  Il pro-dominio delle MMP svolge un ruolo 
importante nel folding durante la sintesi (Murphy e Nagase 2008). Il dominio ca-
talitico è formato da cinque filamenti di foglietto-β, da tre α-eliche e da dei loop 
che collegano le strutture. Contiene due ioni zinco, uno catalitico ed uno struttura-
le, e generalmente anche due ioni calcio che stabilizzano la struttura (Murphy e 
Nagase 2008; Amӑlinei et al., 2007). L’acido glutammico adiacente alla prima i-
stidina è essenziale per la catalisi, un delle regioni loop contiene un sito che sup-
porta la struttura intorno allo ione zinco catalitico denominata “Met-turn” 
(Amӑlinei et al., 2007). Le metalloproteasi di membrana hanno un loop aggiuntivo, 
tra il β-foglietto II e III, e questa regione è importante per l’attivazione della gela-
tinasi A MT-MMP-dipendente (Murphy e Nagase 2008). Il legame del peptide 
substrato con l’enzima è guidato da una cavità “S1 pocket” localizzata a destra 
dello ione zinco. Questa tasca è idrofobica ed ha una profondità che varia nelle 
differenti MMP garantendone quindi, la specificità di substrato (Murphy e Nagase 
2008). Per il riconoscimento con il substrato spesso sono richieste anche intera-
zioni con domini non catalitici (Murphy e Nagase 2008). Il legame del substrato 
all’enzima permette lo spostamento della molecola di acqua dallo zinco. L’idrolisi 
del legame peptidico è facilitata dal gruppo carbossilico del glutammato, nel sito 
attivo, che prende un protone dalla molecola di acqua permettendo un attacco nu-
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cleofilico, dell’acqua protonata, al carbonio carbonilico del peptide substrato 
(Murphy e Nagase 2008). Per quanto riguarda le gelatinasi le tre ripetizioni di fi-
bronectina di tipo II nel dominio catalitico sono inserite fra il quinto foglietto-β e 
la seconda α-elica. Il dominio di fibronectina è formato da due filamenti-β antipa-
ralleli connessi con un corta α-elica ed è stabilizzato da due ponti di solfuro 
(Amӑlinei et al., 2007; Murphy e Nagase 2008). I domini due e tre di fibronectina 
interagiscono simultaneamente con siti multipli nella matrice extracellulare 
(Amӑlinei et al., 2007). La regione cerniera connette il dominio catalitico e quello 
di tipo emopexina, è una regione molto flessibile che potrebbe avere anche un 
ruolo nell’ idrolisi del substrato. Una mutazione in questa regione nella MMP-1 e 
nella MMP-8 riduce infatti la loro attività collagenolitica (Murphy e Nagase 2008). 
Il dominio di tipo emopexina ha una struttura che ricorda un’elica con quattro pale 
ciascuna formata da dei foglietti β antiparalleli (Murphy e Nagase 2008). Fra la 
prima e la quarta pala è presente un ponte disolfuro e al centro dell’elica si loca-
lizza uno ione calcio (Murphy e Nagase 2008). Questo dominio è imporante per 
l’attività proteolitica delle collagenasi.  
1.1.5 Regolazione delle MMP 
Le cellule non possono rilasciare in maniera indiscriminata proteasi, perché que-
sto porterebbe ad un grave danno per i tessuti. Le proteasi, come anche le MMP, 
sono secrete o ancorate alla membrana cellulare permettendo così di indirizzare la 
loro specifica attività catalitica verso determinati substrati nello spazio pericellula-
re (Chakraborti et al., 2003). L’espessione delle metalloproteasi di matrice è fine-
mente regolata a livello di trascrizione, secrezione e attivazione, inoltre questi en-
zimi possono essere inibiti anche dopo attivazione sia da specifici inibitori delle 
matrixine, come i TIMP, che da inibitori non specifici delle proteasi, come 
l’inibitore di proteasi-α1 e la macroglobulina- α2. In vitro le MMP possono essere 
attivate da alcune proteasi come la plasmina, da altre metalloproteasi come la 
MMP-3 e le MT-MMPs, o da composti chimici. (Amӑlinei et al., 2007). Un note-
vole aumento di espressione dei membri delle metalloproteasi di matrice si osser-
va in condizioni patologiche caratterizzate da una degradazione del tessuto con-
nettivo, come per esempio artrite e cancro. Di conseguenza conoscere i meccani-
smi molecolari che controllano l’espressione di queste proteasi in condizioni fisio-
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logiche e patologiche potrebbe portare allo sviluppo di eventuali azioni terapeuti-
che specifiche (Chakraborti et al., 2003). 
1.1.6 Regolazione trascrizionale delle Gelatinasi 
L’espressione della maggior parte delle MMP (MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-
9, MMP-10, MMP-12 e MMP-13) è indotta a livello trascrizionale da fattori di 
crescita, citochine e contatti con la ECM e questi meccanismi di induzione ap-
paiono differenti a seconda delle cellule che producono le MMP (Amӑlinei et al., 
2007). Fig.(4) 
 
Figura 4. I promotori delle metalloproteasi di matrice (Chakraborti et al., 2003) 
Il promotore delle MMP inducibili, come la gelatinasi B, contiene intorno al sito 
di inizio della trascrizione (-72 -66 pb), un elemento prossimale cis AP-1, che fa 
parte del TRE (phorbol ester-responsive element), e un elemento PEA3 (Polyo-
mavirus enhancer A-binding protein-3 element) (Chakraborti et al., 2003). I fattori 
di trascrizione AP-1, dopo essere stati attivati, legano il cis elemento sul Dna atti-
vando la trascrizione della metalloproteasi. Questi fattori sono eterodimeri formati 
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da due proteine appartenenti alle famiglie geniche jun e fos (Chakraborti et al., 
2003). Jun e fos sono due protoncogeni, sono fattori di trascrizione del tipo cer-
niera di leucine (leucine zipper), che si legano alla loro sequenza consensus sul 
Dna (5’- TGAG/CTCA-3’), sequenze ripetute e invertite senza separazione. Ogni 
monomero è formato da una regione ricca in leucine, che permette la dimerizza-
zione grazie alle interazioni idrofobiche, ed una regione basica che lega il Dna. 
L’elemento PEA 3 è legato da fattori di trascrizione della famiglia ETS e coopera 
con AP-1 per una massima attivazione del promotore (Amӑlinei et al., 2007). Il 
promotore delle MMP-9 presenta un ulteriore elemento AP-1 (-533 pb) il cui ruo-
lo non è ancora chiaro, potrebbe migliorare l’attivazione del promotore (Chakra-
borti et al., 2003). E’ presente una TATA box (-29 bp), una regione CG a (-558 pb)  
e un sito di legame per NF-kB (-600 pb) che svolge un ruolo fondamentale 
nell’espressione della MMP-9 nei fibroblasti e nelle cellule del muscolo liscio va-
scolare (Amӑlinei et al., 2007). Il promotore del gene della gelatinasi A invece è 
relativamente incapace di rispondere a stimoli in colture cellulari, presenta  molte 
delle caratteristiche di un promotore costitutivo o housekeeping ed è privo sia del 
sito di legame per il fattore di trascrizione AP-1 che dell’elemento PEA3. (Cha-
kraborti et al., 2003). Questo promotore non possiede la classica TATA box, ma 
contiene un elemento AP-2 (-1650 pb), due sequenze silencer (-1620 pb -1600 pb) 
e due regioni CG (-89 pb -69 pb) legate dal fattore di trascrizione Sp-1. 
L’induzione dell’espressione dei fattori di trascrizione c-fos e c-jun è mediata da 
tre classi di MAP chinasi (Mitogen-Activated Protein Kinases): le ERK ( Extra-
cellular Signal-Regulated Kinases), le SAPK:JNK (Stress-Activated Protein Kina-
se:Jun N-terminal Kinases) e la chinasi p38 (Chakraborti et al., 2003; Amӑlinei et 
al., 2007). In generale la cascata delle chinasi ERK-1 e -2 è attivata da segnali mi-
togeni che portano alla fosforilazione di vari substrati come Elk-1 con conseguen-
te attivazione della trascrizione di c-fos (Chakraborti et al., 2003; Amӑlinei et al., 
2007). SAPK:JNKs e p38 sono invece attivati da citochine, TNF e IL-1 e da stress 
cellulare come per esempio i raggi UV (Chakraborti et al., 2003; Amӑlinei et al., 
2007). L’attivazione di queste chinasi porta alla fosforilazione di c-jun e ATF-2. 
ATF-2 è in grado di indurre la trascrizione di c-jun (Chakraborti et al., 2003; 
Amӑlinei et al., 2007). L’equilibrio tra i distinti pathway delle MAP chinasi per-
mette di regolare la crescita cellulare, il differenziamento, la sopravvivenza e la 
morte delle cellule, quindi distinte MAP chinasi svolgono un ruolo importante 
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nella regolazione dell’espressione delle MMP (Amӑlinei et al., 2007). Il TGF-β o i 
retinoidi generalmente reprimono la trascrizione delle MMP anche se con qualche 
eccezione, infatti la MMP-11 e MMP-13 possono essere indotte da tali molecole 
in vari tipi di cellule. 
1.1.7 Attivazione delle Gelatinasi 
La maggior parte delle MMP sono secrete in una forma di precursori latenti (zi-
mogeni) i quali necessitano di un’attivazione proteolitica nello spazio extracellu-
lare. Queste proteasi sono mantenute nello stato latente da una interazione fra il 
residuo di cisteina conservato nel pro-dominio e lo zinco nel sito catalitico. Per 
essere attivate necessitano della rottura di questa interazione in un processo de-
nominato “Cysteine switch” che comporta l’eliminazione del pro-dominio. Vari 
composti chimici possono interferire con questo processo convertendo il pro-
enzima in una forma attiva. Un esempio sono i composti organomercuriali come 
l’APMA (4-aminophenylmercuric acetate) oppure gli agenti denaturanti come il 
detergente SDS (Sodio Dodecil Solfato) (Amӑlinei et al., 2007). Utilizzando tali 
sostanze il sito catalitico si trova esposto e in particolare con l’APMA si assiste, 
ad un vero e proprio taglio autocatalitico che porta all’eliminazione del pro-
dominio. Questo non avviene usando l’SDS infatti in questo caso, l’enzima si atti-
va, ma mantiene il proprio dominio. In vivo l’attivazione delle MMP richiede la 
partecipazione di altre proteasi, in molti casi questa attivazione è parte di una ca-
scata proteolitica che si verifica nello spazio pericellulare (Amӑlinei et al., 2007). 
Un rilevante pathway di attivazione delle pro-MMP in vivo è quello della plasmi-
na (Amӑlinei et al., 2007). La plasmina è una proteasi ottenuta dal plasminogeno 
dopo che è stato attivato dai due attivatori: quello tessutale (tPA) e quello urochi-
nasico (uPA). Sia il plasminogeno che l’uPA sono associati alla membrana cellu-
lare, creando un attivazione localizzata degli zimogeni con conseguente turnover 
della ECM (Amӑlinei et al., 2007). La plasmina è in grado di attivare diverse 
MMP: la pro-MMP-1, la pro-MMP-3, la pro-MMP-7, la pro-MMP-10, la pro-
MMP-13 e la pro-gelatinasi B. Le MMP dopo essere state attivate sono in grado 
di attivare altre pro-MMP (Amӑlinei et al., 2007). Questo meccanismo di attiva-
zione a step è necessario per garantire una fine e precisa attivazione delle metallo-
proteasi di matrice (Amӑlinei et al., 2007). La pro-MMP-11 è attivata a livello in-
tracellulare dalla furina, infatti la MMP contiene una sequenza riconosciuta da 
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questo enzima (KX(R/K)R all’estremità C-terminale del pro-dominio. Anche altre 
MMP come le sei MT-MMP, la MMP-23 e la MMP-28 hanno un motivo simile 
nel pro-dominio che ne garantisce l’attivazione da parte di una convertasi, simile 
alla furina, a livello intracellulare. Poiché queste proteine vengono secrete già in 
forma attiva la loro regolazione avviene principalmente a livello trascrizionale e 
grazie agli inibitori endogeni (Amӑlinei et al., 2007). La gelatinasi A è attivata in 
maniera differente rispetto alla gelatinasi B. Infatti la sua attivazione avviene a li-
vello della superficie cellulare ed è mediata dalle MT-MMPs ad esclusione della 
MT4-MMP (Amӑlinei et al., 2007). La modalità di attivazione con la MT1-MMP 
è quella più studiata e necessita dell’assistenza del TIMP-2. La MT1-MMP inte-
ragisce grazie al suo dominio N-terminale con il TIMP-2, formando un “recettore” 
con il quale la pro-MMP-2 (72 kDa) può legarsi. A questo punto la pro-MMP-2 è 
inizialmente tagliata alla sua forma intermedia (64 kDa) da una vicina MT1-MMP 
attiva e libera da TIMP-2. Quindi sulla superficie cellulare si forma un complesso 
trimolecolare MT1-MMP-TIMP-2-proMMP-2 adiacente ad un’altra MT1-MMP 
attiva (Amӑlinei et al., 2007). Il secondo step porta alla completa attivazione della 
gelatinasi (62 kDa), grazie ad un evento autocatalitico. La massima attivazione 
della gelatinasi A si osserva quando il rapporto TIMP-2/MT1-MMP è 0,05, sug-
gerendo che un gran numero di MT1-MMP libere potrebbero circondare il com-
plesso trimolecolare per l’effettiva attivazione (Amӑlinei et al., 2007). 
L’attivazione della pro-MMP-2 da parte della MT2-MMP è diretta ed indipenden-
te da TIMP-2. (Amӑlinei et al., 2007). La MT1-MMP attiva anche la pro-MMP-13 
sulla superficie cellulare; questa attivazione è più efficiente in presenza di MMP-2. 
Un modo alternativo di attivazione in vivo delle MMP potrebbe richiedere il le-
game con un ligando o con un substrato (Amӑlinei et al., 2007). 
1.1.8 Regolazione post attivazione 
L’attività delle metalloproteasi di matrice è strettamente controllata a livello peri-
cellulare sia da inibitori non specifici, come la α2-macroglobulina, che da inibitori 
specifici i TIMP (Amӑlinei et al., 2007). La α2-macroglobulina umana è una gli-
coproteina di 725 kDa, formata da quattro subunità di 180 kDa. Questa proteina è 
un inibitore di proteasi che agisce sia a livello ematico che nei tessuti. Questo ini-
bitore ha una regione esca e la proteolisi di questo dominio porta 
all’intrappolamento della MMP. L’enzima è inibito perché non può distaccarsi 
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dalla macroglobulina-α2 (Amӑlinei et al., 2007). Questo complesso è poi rapida-
mente scisso da lipoproteine a bassa densità. L’attività delle MMP nella fase flui-
da è principalmente regolata dall’interazione dell’inibitore con le lipoproteine 
(Murphy e Nagase 2008). Gli inibitori tessutali delle metalloproteasi (TIMP) sono 
una famiglia di proteine secretorie capaci di inibire l’attività delle MMP attraverso 
un legame non covalente con la forma attiva e non attiva della proteasi nello spa-
zio extracellulare, con un rapporto stechiometrico 1:1 (Hijova 2005). Quattro 
TIMP sono stati identificati nei vertebrati, TIMP-1,-2,-3 e -4. Sono espressi nei 
vari tessuti da molti tipi cellulari e la loro espressione è regolata durante lo svilup-
po ed il rimodellamento dei tessuti (Hijova 2005). I TIMP-1, -2 e -4 si trovano in 
forma secreta nella ECM, mentre TIMP-3 è associato ad essa (Hijova 2005). Il 
peso molecolare di questi inibitori varia da 22 a 29 kDa. Hanno un dominio N-
terminale di 125 amminoacidi (aa) che si lega al sito attivo delle MMP, inibendo 
la loro attività ed un dominio C-terminale di 65 aa (Hijova 2005; Amӑlinei et al., 
2007). I TIMP-1 e -3 sono glicoproteine mentre gli altri due non contengono car-
boidrati (Murphy e Nagase 2008). Gli inibitori tissutali differiscono nella loro af-
finità a specifiche MMP e la loro interazione non sempre porta ad uno stato di ini-
bizione, infatti il legame del TIMP-2 al dominio di tipo emopexina della MT1-
MMP è richiesto per l’attivazione della gelatinasi A (Parks et al., 2004). Questi 
inibitori svolgono un ruolo importante in molti processi biologici come lo svilup-
po fetale, angiogenesi, ma anche in processi patologici come quello neoplastico 












1.2 GENERE Trichinella 
1.2.1 Introduzione 
Trichinella è l’agente eziologico della trichinellosi una zoonosi parassitaria causa-
ta dall’ingestione di carne cruda o poco cotta contenente la larva infettiva del pa-
rassita. E’ stato un giovane medico, James Paget, per la prima volta nel 1835, a 
notare qualcosa di insolito in un diaframma durante una dissezione di un cadavere. 
Il diaframma appariva “sabbioso” per la presenza delle larve del parassita Trichi-
nella. Tuttavia fu Richard Owen, allora tutor di Paget, a presentare questa scoper-
ta alla Royal Society ed a dare il nome Trichinella spiralis all’organismo che ave-
va causato quell’anomalia nel diaframma. Da questo momento, fino alla metà del 
secolo successivo, si pensava che fosse una singola specie Trichinella spiralis a 
causare queste infezioni, poiché tutte le specie ed i genotipi sono morfologica-
mente indistinguibili in tutte le fasi di sviluppo. In seguito grazie ad esperimenti 
condotti su roditori e maiali, infettati sperimentalmente con il parassita isolato da 
animali selvatici di diverse località geografiche, è stato possibile scoprire delle 
differenze fra i vari parassiti ed arrivare con il tempo alla attuale tassonomia 
(Murrell et al. 2000).   
 
1.2.2 Tassonomia, biologia e distribuzione 
 
Trichinella spp. appartiene al Phylum Nematoda (vermi cilindrici), Sottoclasse 
Adenophorea, Ordine Enoplida, Superfamiglia Trichuroidea, Famiglia Trichinel-
lidae. La Famiglia Trichinellidae, alla quale appartiene Trichinella, è filogeneti-
camente distinta dalle altre per la presenza dello sticosoma. Questo, assente negli 
altri nematodi, è una formazione ghiandolare dell’esofago formata da cellule de-
nominate sticociti. Questi parassiti hanno una simmetria bilaterale e sono privi di 
segmentazione. Il loro sottile corpo è rivestito da una cuticola pluristratificata a-
cellulare secreta dall’ipoderma sottostante. Gli organi interni sono liberi in uno 
pseudocele ampio e pieno di liquido. Trichinella spp. ha uno strato di muscolatura 
longitudinale, ma l’assenza di quello circolare ne impedisce movimenti complessi. 
Il tubo digerente è relativamente semplice (un esofago ed un intestino) e percorre 
il verme dalla estremità anteriore fino a quella posteriore. Anteriormente l’esofago 
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capillare forma uno pseudobulbo, mentre posteriormente prosegue tra una colonna 
di grosse cellule ghiandolari gli sticociti che sono caratterizzati dalla presenza di 
diversi granuli (α0, α1, α2, β e γ) capaci di sintetizzare glicoproteine altamente im-
munogeniche (Mitreva e Jasmer 2006).  L’orificio buccale si presenta rotondo e 
dotato di uno stiletto. Mancano gli organi circolatori e respiratori. Il genere Tri-
chinella è sprovvisto di fasmidi, strutture sensoriali complesse situate all’estremità 
caudale del corpo. Trichinella ha un metabolismo anaerobico, basato sulla glicoli-
si. L’anaerobiosi permette alla larva di sopravvivere per lunghi periodi nella carne 
in putrefazione, dopo la morte dell’ospite. I sessi sono separati. Le femmine han-
no un unico ovario ologonico, la cellula uovo ha tre gameti mentre le cellule so-
matiche ne hanno sei (Pozio 1989). Il rapporto tra i sessi è di 1,5-2 : 1 in favore 
delle femmine. Le femmine emettono dei ferormoni per attirare i maschi special-
mente nelle infezioni lievi (Pozio 1989). Per quanto riguarda la distribuzione geo-
grafica questi nematodi sono presenti in tutti i continenti ad esclusione dell’ An-
tartide (Pozio 2007). I parassiti del genere Trichinella spp. sono suddivisi in due 
cladi: uno di specie incapsulate (specie capaci di indurre la produzione della cap-
sula di collagene nel tessuto muscolare dell’ospite) ed uno di specie non incapsu-
late (incapaci di questo processo).  Ad oggi si conoscono sei specie e tre genotipi 
del genere Trichinella incapsulate: Trichinella spiralis, Trichinella nativa e il suo 
relativo genotipo Trichinella T6, Trichinella britovi e il suo genotipo Trichinella 
T8, Trichinella murrelli e il suo relativo genotipo Trichinella T9,  Trichinella nel-
soni e Trichinella patagoniensis. Le specie non incapsulate sono: Trichinella pa-
puae, Trichinella pseudospiralis e Trichinella zimbabwensis.Tutte le specie ed i 
genotipi del clade incapsulate infettano solo i mammiferi, mentre le specie non in-
capsulate oltre ai mammiferi possono occasionalmente parassitare anche gli uccel-
li (Trichinella pseudospiralis ) e alcune specie di rettili ( Trichinella papuae e 








Trichinella spiralis (genotipo T1) 
 
Trichinella spiralis, come già detto, è stata la prima specie ad essere scoperta ed è 
la più caratterizzata. Ha una distribuzione cosmopolita nelle zone temperate ed 
equatoriali, poiché nel tempo è stata passivamente esportata grazie alla sua alta in-
fettività nei suini e nei ratti sinantropici (Pozio e Zarlenga 2005). La sua bassa re-
sistenza a temperature rigide ne ha impedito la colonizzazione in zone artiche 
(Pozio 2007). I principali ospiti del parassita sono: gli animali selvatici carnivori, i 
suini, sia selvatici che domestici (Sus scrofa) e gli animali sinantropici come il rat-
to marrone, l’armadillo, il cane e il gatto (Pozio e Zarlenga 2005). La distribuzio-
ne geografica del parassita nei mammiferi selvatici sembra essere concentrata in 
quelle zone dove c’è o c’è stato in passato un focolaio di infezione, causato da 
maiali domestici, che poi si è espanso anche alla fauna selvatica (Pozio e Zarlenga 
2005). T.spiralis è il principale agente eziologico delle infezioni umane e dei casi 
mortali nel mondo. La sua elevata patogenicità rispetto alle altre specie è dovuta 
alla grande quantità di larve newborn rilasciate dalle femmine e alla forte risposta 










Trichinella nativa (genotipo T2) Trichinella T6 (genotipo T6) 
Trichinella nativa è l’agente eziologico delle infezioni in animali carnivori selva-
tici che vivono in zone fredde dell’Asia (Cina, Russia, Mongolia, Kazachstan), del 
Nord America (Canada e Stati Uniti d’America) e dell’Europa (Estonia, Finlandia, 
Lituania, Norvegia, Svezia, Russia) (Pozio e Zarlenga 2005). Nel mese di Genna-
io l’ isoterma -4°C sembra essere il limite più a sud della distribuzione del parassi-
ta. Gli ospiti del parassita sono principalmente carnivori marini e terrestri (muste-
lidi, volpi artiche), tuttavia questo nematode è stato documentato anche nei cin-
ghiali selvatici (Estonia) e nei maiali domestici (Cina) (Pozio e Zarlenga 2005). 
Le due principali caratteristiche biologiche di questa specie, che la differenziano 
dalle altre, sono la capacità della larva di sopravvivere nel muscolo scheletrico 
congelato (-18°C) di animali carnivori fino a cinque anni, e il basso indice di ca-
pacità riproduttiva (RCI), osservato in laboratorio nei roditori, e nei suini dome-
stici e selvatici (Pozio 2007). Si riportano infezioni umane nelle popolazioni che 
vivono nelle zone fredde del Canada, della Kamchatcka, della Siberia e della Gro-
enlandia (Pozio e Zarlenga 2005). Il genotipo Trichinella T6  è stato scoperto in 
diverse regioni del Canada e negli stati del nord degli U.S.A. E’ strettamente col-
legato con T. nativa, come dimostrano gli esperimenti interbreeding. La presenza 
di questo genotipo potrebbe suggerire una recente separazione evolutiva. Anche 
Trichinella T6 è in grado di sopravvivere nel muscolo congelato di animali carni-
vori, come l’orso grizzly, fino a trentaquattro mesi (Pozio e Zarlenga 2005). Sono 
state documentate infezioni anche nell’uomo (Pozio e Zarlenga 2005). 
Trichinella britovi (genotipo T3) Trichinella T8 (genotipo T8) 
Trichinella britovi è l’agente eziologico delle infezioni negli animali carnivori 
selvatici che vivono nelle aree temperate Paleartiche, dalla penisola iberica al Ka-
zakhstan. La isoterma -6°C nel mese di Gennaio può essere arbitrariamente consi-
derata il limite più a nord di distribuzione della specie (Pozio e Zarlenga 2005). 
Le larve di questo parassita possono sopravvivere fino ad undici mesi nel muscolo 
congelato di animali carnivori selvatici, e fino a tre mesi nel tessuto muscolare di 
suini, un tempo inferiore rispetto a Trichinella nativa (Pozio e Zarlenga 2005). 
Sono state documentate in Francia, Italia, Spagna e Turchia infezioni umane cau-
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sate da questo parassita, dovute al consumo di carne di suini allevati allo stato 
brado, selvaggina e cavalli. La femmina di T. britovi rilascia in circolo un numero 
di larve newborn inferiore rispetto a T. spiralis, per cui il decorso clinico delle in-
fezioni umane è benigno e non sono documentati casi mortali (Pozio e Zarlenga 
2005). Il genotipo Trichinella T9 è collegato a T. britovi come dimostrano gli e-
sperimenti di interbreeding condotti in laboratorio. La presenza di questo genoti-
po è stata rivelata solo tre volte (leone e iena) in Sud Africa ed in Namibia (Pozio 
e Zarlenga 2005). 
Trichinella murrelli (genotipo T5) Trichinella T9 (genotipo T9) 
Trichinella murrelli è l’agente eziologico delle infezioni in animali carnivori sel-
vatici che vivono nelle aree temperate della regione Neoartica (Pozio e Zarlenga 
2005). Il confine di distribuzione geografica più a nord del parassita potrebbe es-
sere l’isoterma -6°C nel mese di Gennaio, mentre il confine più a sud è sconosciu-
to poiché mancano dati dal Messico e dall’America centrale (Pozio 2007). Questo 
parassita mostra una bassa infettività nei confronti di suini e ratti (Pozio e Zarlen-
ga 2005). Trichinella T9 è stata scoperta negli animali carnivori selvatici nel 
Giappone, ipotizzando con esperimenti di interbreeding che fosse strettamente 
collegata a T. britovi. Successivi esperimenti, di analisi di sequenze genetiche, pe-
rò hanno dimostrato una più stretta relazione fra questo genotipo e T. murrelli ri-
spetto a T. britovi (Pozio e Zarlenga 2005). 
Trichinella nelsoni (genotipo T7) 
Trichinella nelsoni è l’agente eziologico dell’infezione in animali carnivori selva-
tici che vivono nell’Africa orientale, dal Kenya al Sud Africa (Pozio e Zarlenga 
2005). Questa specie ha una bassa infettività nei confronti dei suini e dei ratti, non 
sono riportati casi di infezione nei maiali domestici (Pozio e Zarlenga 2005). T. 
nelsoni mostra una bassa patogenicità nei confronti dell’ uomo, in cui può risulta-
re fatale solo in quei casi in cui si riscontrano più di 4000 larve per un grammo di 
muscolo scheletrico (Pozio e Zarlenga 2005).  
Trichinella patagoniensis (genotipo T12) 
Trichinella patagoniensis è stata recentemente identificata in un puma (Puma 
concolor) in Argentina (Krivokapich et al. 2012). Questo parassita ha un indice di 
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capacità riproduttiva, in topo e ratto, più basso rispetto a T. spiralis. Nei maiali 
domestici questo valore di RCI va da 0,0-0,05 (Krivokapich et al. 2012). Le larve 
nel muscolo di topo mantengono la loro infettività dopo un trattamento di tre mesi 
a -5°C, invece perdono questa capacità se congelate a -18°C per una settimana 
(Krivokapich et al. 2012).   
Specie non incapsulate 
Trichinella pseudospiralis (genotipo T4) 
Trichinella pseudospiralis è una specie cosmopolita in grado di infettare sia i 
mammiferi che gli uccelli. Tre distinti membri di questa specie sono stati identifi-
cate su base molecolare: uno nella regione paleartica, uno nella regione neoartica 
e uno in Australia (Pozio e Zarlenga 2005) Fig.(6). Questo parassita è stato isolato 
da 14 specie di mammiferi e da 13 specie di uccelli (Pozio e Zarlenga 2005). Per 
quanto riguarda le infezioni umane è stato documentato un singolo caso in Ta-
smania, e tre epidemie, che hanno coinvolto 92 persone, in Kamchatka, Thailan-
dia e Francia (Pozio e Murrell 2006; Pozio 2007). 
Figura 6. Distribuzione geografica di T. pseudospiralis (TpsN neoartica, TpsP 
paleartica , TpsA australiana) di T. papuae (Tpa) di T. zimbabwensis (Tz) (Pozio 
2007) 
Trichinella papuae (genotipo T10) 
Trichinella papuae è stata trovata solo in Papua Nuova Guinea (PNG). Infetta sia i 
mammiferi che i rettili. Il maiale selvatico sembra essere la principale riserva del 
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parassita e l’ingestione di questo animale da parte del coccodrillo di acqua salata 
(Crocodilus porosus) e dell’uomo ne causa la trasmissione (Pozio e Zarlenga 
2005) Fig.(6). Sono stati isolati due distinti gruppi appartenenti alla specie in PNG 
sulla base di una regione della subunità ribosomiale nel DNA conosciuta come “e-
spansione del segmento V”. In condizioni sperimentali, T. papuae  infetta i  topi, i 
ratti e  le volpi rosse, ma non è in grado di sviluppare un’infezione in pesci d'ac-
qua dolce equatoriali, suggerendo che questo gruppo alimentare non fa parte del 
ciclo di infezione (Pozio e Zarlenga 2005). Questa specie inoltre ha una elevata 
capacità riproduttiva (RC) nel coccodrillo e nel varano (Varanus exanthematicus, 
Caiman crocodylus), mentre presenta una scarsa RC in tartarughe e pitoni (Python 
molurus, Pelomedusa subrufa) (Pozio 2007). La possibilità di infettare sia mam-
miferi che rettili potrebbe spiegare le epidemie umane verificatesi in Thailandia 
attribuite al consumo di carne di tartaruga e varano (Pozio 2007).  
Trichinella zimbabwensis (genotipo T11) 
Trichinella zimbabwensis è molto simile a T. papuae con la quale condivide la ca-
pacità di infettare sia i mammiferi (in condizioni sperimentali) che i rettili (Pozio 
2007). Questa specie è stata rilevata nei coccodrilli (Crocodilus niloticus) degli 
allevamenti dello Zimbabwe e dell’Etiopia, nei coccodrilli selvatici del Mozambi-
co e nei varani dello Zimbabwe (Pozio e Zarlenga 2005) Fig.(6). Come preceden-
temente detto, in condizioni sperimentali, questa specie è in grado di infettare: 
maiali domestici, scimmie, ratti topi e volpi, suggerendo che i mammiferi siano un 
ospite adatto, anche se non sono state rilevate infezioni naturali nei mammiferi 
(Pozio e Zarlenga 2005). T. zimbabwensis è incapace di svilupparsi nei pesci di 
acqua dolce come anche T. papuae (Pozio e Zarlenga 2005). Non si descrivono 
casi di infezioni umane (Pozio 2007) 
1.2.3 Epidemiologia 
Possiamo distinguere due cicli principali di trasmissione per la trichinellosi co-
munemente denominati: “ciclo silvestre” e “ciclo domestico”. 
Ciclo silvestre In natura il ciclo delle trichinelle si svolge principalmente fra gli 
animali carnivori con abitudini cannibalistiche e di spazzini, ma può anche coin-
volgere  animali onnivori come per esempio i cinghiali. In Italia è presente il ciclo 
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silvestre ed è circoscritto alle aree montane e pedemontane, generalmente sopra i 
400 metri sul livello del mare. 
Ciclo domestico Noto già nel XIX secolo, questo ciclo è la causa principale a li-
vello mondiale delle infezioni umane. Avviene fra i suini di allevamenti non con-
trollati, dove per esempio animali sinantropici come roditori o piccoli carnivori 
hanno facile accesso e possono di conseguenza introdurre il parassita. Inoltre può 
capitare che questi allevamenti siano nei pressi delle discariche e l’animale può 
venire a contatto con carcasse di animali infetti. In alcuni casi è direttamente 
l’allevatore che, nutrendo l’animale con gli scarti della macellazione, permette la 
trasmissione della parassitosi. Questo ciclo è assente in Italia. Negli animali do-
mestici e selvatici l’infezione è asintomatica anche nel caso di un elevato numero 
di larve per grammo di tessuto muscolare (> 300). La maggior parte delle infezio-
ni nell’uomo è causata dal consumo di carne cruda o poco cotta o di insaccati de-
rivati da maiali infetti che non sono stati controllati al momento della macellazio-
ne. Il numero annuale di infezioni umane nel mondo è inferiore ai 10 000 casi e 
dipende dalle abitudini alimentari della popolazione. Fra gli Inuit della Groenlan-
dia e in alcuni villaggi della Papua Nuova Guinea per esempio, la prevalenza sie-












1.2.4 Ciclo vitale del parassita 
Figura 7. Ciclo biologico della Trichinella nell’ospite ( http://www.trichinella.org) 
Il ciclo vitale del parassita differisce da quello degli altri elminti perché la sua lo-
calizzazione intracellulare avviene in due siti distinti: nelle cellule dell’intestino, 
enterociti e nelle cellule del muscolo striato scheletrico (Bruschi e Chiumiento 
2012). Il ciclo biologico di Trichinella è distinto in due fasi: una enterica ed una 
parenterale Fig.(7). La fase intestinale inizia nel momento in cui un ospite ingeri-
sce il tessuto muscolare striato contenente la larva infettiva del parassita, 
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all’interno della nurse cell o cellula nutrice. La larva nello stomaco, grazie ai suc-
chi gastrici (pepsina e acido cloridrico), si libera dal suo involucro ed è in grado di 
raggiungere l’intestino tenue, dove penetra nell’epitelio cilindrico, a livello della 
base del villo, localizzandosi in questo sito tra la linea epiteliale e la lamina pro-
pria. Può parassitare circa 120 cellule contemporaneamente, iniziando la fase in-
tracellulare. La penetrazione della larva nella mucosa intestinale causa dei cam-
biamenti a livello delle cellule epiteliali in particolare nell’orletto a spazzola dei 
villi, nella lamina propria e nel muscolo liscio del digiuno (Dupouy-Camet e Bru-
schi 2007). Il parassita subisce quattro mute dallo stadio larvale  L1 (0,6-1,0 mm 
di lunghezza, 30-38 µm di diametro) (stadio infettivo) allo stadio L4 in 10-28 ore 
(h) dall’infezione, per poi raggiungere la maturità sessuale (30-34 h dall’infezione) 
(Mitreva e Jasmer 2006). Il maschio adulto ha una lunghezza di 0,6-1,8 mm  e un 
diametro di 25-35 µm a seconda della specie. Le femmine adulte sono più grandi 
con una lunghezza di 1,3-3,3 e un diametro di 29-38 µm. I vermi sono in grado di 
riprodursi entro le 48 h e le femmine rilasciano a partire dal quinto giorno di infe-
zione le larve newborn (NBL) (100-160 µm di lunghezza, 9 µm di diametro). Il 
numero delle larve (500-1500 larve) rilasciate dipende dalla fecondità della specie 
e dal sistema immunitario dell’ospite (Mitreva e Jasmer 2006; Bruschi e Chiu-
mento 2012). Questo processo continua per il resto della vita del parassita adulto, 
generalmente per poche settimane. Tuttavia il verme potrebbe sopravvivere per un 
periodo maggiore, soprattutto quando l’ospite ha un sistema immunitario com-
promesso. (Bruschi e Chiumento 2012). Le NBL entrano nei vasi linfatici ed ema-
tici raggiungendo la grande circolazione a partire dal sesto giorno di infezione. 
Solo quelle larve che raggiungono i muscoli scheletrici riescono a sopravvivere ed 
iniziare la fase parenterale. La migrazione delle larve, in organi differenti, provoca 
una reazione immediata nell’ospite che può portare a disturbi metabolici e alla 
comparsa di fenomeni clinici osservati durante la fase acuta della trichinellosi 
(Dupouy-Camet e Bruschi 2007). Le NBL riescono ad entrare attivamente nel sar-
comero, perforando il sarcolemma tramite uno stiletto posto all’estremità cefalica 
e grazie all’azione litica di enzimi proteolitici. A partire dal nono giorno post infe-
zione fino al ventesimo la larva cresce esponenzialmente senza compiere mute, 
raggiungendo lo stadio di larva muscolare L1, infettivo e gastroresistente. La pe-
netrazione e la permanente presenza della larva nel muscolo striato provoca tre 
principali modifiche: la cellula acquisisce un nuovo fenotipo diventando nurse 
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cell (0,65-1,45 mm lunghezza; 0,026-0,040 mm di diametro) e si assiste alla 
scomparsa della struttura delle miofibrille, la larva viene circondata da una capsu-
la di collageno (Clade incapsulate) e si sviluppa una rete di capillari che circonda 
la cellula infetta (Dupouy-Camet e Bruschi 2007). In aggiunta a questi cambia-
menti il sarcoplasma diventa basofilo, e i nuclei aumentano in numero e in dimen-
sioni. La cellula diventa permeabile con conseguente aumento di rilascio di enzi-
mi litici (Dupouy-Camet e Bruschi 2007). Una o più larve all’interno della nurse 
cell, avvolte su se stesse a forma di otto o zero, possono sopravvivere anche per 
anni, a seconda della specie dell’ospite e della specie di Trichinella. Quando il pa-
rassita muore la capsula può andare incontro a calcificazione. La larva muscolare 
rimane in attesa che un altro ospite ingerisca il tessuto infetto. 
1.2.5 Antigeni di Trichinella spp. 
Gli antigeni di Trichinella sono il “target” della risposta immunitaria dell’ospite e  
possono essere suddivisi in due gruppi. Al primo appartengono gli antigeni che 
sono in grado di indurre una risposta anticorpale nell’ospite già a partire dalla se-
conda settimana dopo l’infezione come ad esempio la cuticola, mentre il secondo 
gruppo comprende quelle proteine verso le quali gli anticorpi non sono prodotti 
prima della quarta settimena (la superficie larvale o i granuli dello sticosoma) 
(Bruschi 2002). Gli antigeni dell’Escreto/Secreto E/S (secondo gruppo) di Trichi-
nella spiralis, oggetto dello studio, sono secreti dallo sticosoma (Despommier 
1998). Gli antigeni della larva muscolare di Trichinella spiralis possono essere 
suddivisi in otto gruppi (TSL -1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8). Il più abbondante 
nell’E/S è l’antigene TSL-1, una proteine glicosilata dallo zucchero β-tivelosio, la 








1.2.6 Proteasi di Trichinella spp. 
Diversi autori hanno ritrovato e caratterizzato le proteasi di Trichinella. Nella ta-
bella 2 sono riassunte alcune delle analisi più recenti. 
Tabella 2. Le proteasi di Trichinella. 
Autore Proteasi Specie 
Todorova  et al. 
2000 
E/S (larve L1) isolate 28 giorni dopo 
l’infezione (coltivate 3-4 giorni a 37°C 
5% CO2) 
Serin-proteasi 
1) 25 kDa (doppietto) 
2) 35 kDa 
3) 40 kDa 
4) 55 kDa 
E/S (verme adulto) 5 giorni dopo 
l’infezione (coltivati 3-4 giorni a 37°C 
5% CO2) 
Serin-proteasi 
1) 18 kDa 
2) 25 kDa (doppietto) 
3) 38 kDa 
4) 40 kDa 
5) 42 kDa 
Tecnica usata 
Zimografia com gelatina 
Trichinella spiralis 
Lun et al. 2003 E/S (larva L1) isolate 30 giorni dopo 
l’infezione (coltivata 48 h a 37°C) 
Astacina 58 kDa   
Tecnica usata 
Zimografia con gelatina 
Trichinella spiralis 




Elettroforesi 2D, immunoblot e spet-
trometria di massa 
Trichinella britovi 
Liu et al. 2012 Rna purificati dalla larva L1, dalla NBL 
e dal verme adulto  
1) Proteasi con alta omologia per Asta-















La Larva L1 esprime putativa tripsina 
Tsp_07750- Tsp_07356 
chimotripsina Tsp_15812 




E/S (larva L1) isolate 42 giorni 
dall’infezione (coltivate 18 h a 37°C 5% 
CO2) 
1) Serin-proteasi TspSP-1.2 
Teorico peso molecolare 35,7 kDa 
gi|168805931 
2) Serin-proteasi TspSP-1.3 
Teorico peso molecolare 48,7 kDa 
gi|13641204 
3) Putativa tripsina 
Teorico peso molecolare 53,9 kDa  
gi|339241897 
4) Putativa tripsina 
Teorico peso molecolare 31,3 kDa  
gi|339241891 
Tecnica usata 
Elettroforesi 2D, immunoblot e spet-
trometria di massa 





1.2.7 La risposta immunitaria dell’ospite 
Risposta immunitaria dell’ospite a livello intestinale 
Il primo incontro delle cellule immunocompetenti dell’ospite con il parassita av-
viene a livello intestinale. Già dai primi giorni d’ infezione si assiste a delle modi-
ficazioni a carico della composizione delle cellule linfoidi, che fanno parte del 
tessuto linfatico associato al tubo digerente GALT (Gut Associated Lynphoid Tis-
sue) ed iniziano a comparire i primi anticorpi specifici diretti contro il parassita 
(Bruschi 1989). Gli eventi che seguono nei giorni successivi l’infezione hanno il 
significato di preparare l’espulsione dei vermi adulti (Bruschi 1989), fenomeno 
molto complesso che vede la partecipazione di mediatori umorali e cellulari come 
i mastociti, gli eosinofili, le cellule di Paneth e le cellule caliciformi (Bruschi e 
Chiumento 2012). Si assiste ad un’ elevata sintesi di immunoglobuline-A (IgA) 
durante questa fase (Bruschi 1989). I meccanismi che regolano la risposta immu-
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nitaria, in un’ infezione primaria umana a livello intestinale, non sono ancora del 
tutto noti. Una prolungata diarrea osservata nelle popolazioni Inhuit del Canada 
suggerisce che i vermi adulti possono persistere nell’intestino di coloro che sono 
frequentemente esposti all’infezione (Bruschi e Chiumento 2012). Questo risulta-
to potrebbe essere dovuto a una down regolazione della risposta immunitaria inte-
stinale, o ad uno stato di premunizione dell’ospite (Bruschi e Chiumento 2012). 
Diversi esperimenti hanno permesso di chiarire il meccanismo che causa 
l’espulsione di Trichinella dall’intestino dell’ospite e stabilire 3 concetti: i parassi-
ti sono espulsi dai meccanismi immunologici, la risposta immunitaria è rivolta 
contro gli antigeni stadio-specifici e la risposta infiammatoria che regola 
l’espulsione del verme è controllata dalle cellule T helper (Th) (Bruschi e Chiu-
mento 2012). I linfociti T helper CD4+ sono regolatori della risposta infiammato-
ria e dopo l’attivazione mediata da cellule APC, che presentano l’antigene, si svi-
luppano differenti tipi di cellule Th. Grazie ad esperimenti condotti su topi infetta-
ti sperimentalmente con T. spiralis si è visto che la risposta immunitaria diretta 
contro il parassita nei primi 2 giorni è di tipo Th1, per poi subire uno switch feno-
tipico e diventare di tipo Th2, antigene specifica, dopo 8 giorni (Ishikawa et al. 
1998). Nella trichinellosi umana la risposta T helper 2 dura per tutta la fase croni-
ca dell’infezione (Bruschi e Chiumento 2012). Le cellule T antigene specifiche 
sono prodotte nella mucosa intestinale per poi migrare nei linfonodi mesenterici e 
nelle placche di Peyer per distribuirsi nei vari tessuti (Ishikawa et al. 1998, Bru-
schi e Chiumento 2012). L’ integrina VLA-4 ha un ruolo importante nella migra-
zione dall’intestino al tessuto e viceversa (Bruschi e Chiumento 2012). Una con-
seguenza associata con l’attivazione delle cellule Th2 è l’aumento nel siero di 
immunoglobuline (Ig) in particolare gli isotipi IgE e IgG1 (Bruschi 2002). 
L’aumentata produzione di queste immunoglobuline, che caratterizza le infezioni 
elmintiche, è dovuta in parte all’attivazione policlonale indotta dagli antigeni del 
parassita ed in parte ad una risposta umorale specifica contro il parassita stesso 
(Bruschi e Chiumento 2012). Grazie alla capacità delle IgE di legarsi al recettore 
ad alta affinità per il frammento Fc (FcԑRI), presente sui mastociti e sui basofili, 
queste Ig possono innescare, dopo il legame con l’antigene, l’attivazione di queste 
cellule che porta alla liberazione di mediatori dell’infiammazione: l’istamina e il 
ECF-A (fattore di chemiotassi per gli eosinofili dell’anafilassi). L’istamina au-
menta la permeabilità dell’epitelio intestinale e, stimolando la peristalsi, accelera 
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l’espulsione degli elminti intestinali. Il ECF-A invece favorisce l’accumulo tessu-
tale degli eosinofili, amplificando la risposta effettrice (Bruschi e Gomez-Morales 
2013). Nella trichinellosi umana non è chiaro se le IgE sono protettive per l’ospite 
ma certamente questa classe di immunoglobuline media la reazione allergica, tipi-
ca della fase parenterale dell’infezione (Bruschi e Chiumento 2012). Durante in-
fezioni causate dai nematodi si osserva un’ attivazione dei mastociti della mucosa 
ed una pronunciata iperplasia, mastocitosi. Questa osservazione è confermata ana-
lizzando il digiuno di pazienti infettati con T. spiralis dove è presente un aumento 
di mastociti (Bruschi e Chiumento 2012). I mastociti sono coinvolti sia nella im-
munità innata nella fase acuta ma anche nella fase cronica della parassitosi (Bru-
schi e Chiumento 2012). Sono gli antigeni del parassita, principalmente quelli ap-
partenenti alla famiglia TSL che sono capaci di attivare direttamente la degranula-
zione dei mastociti con rilascio di istamina  e TNF α. L’IL-4 potrebbe essere 
coinvolta non solo nella regolazione della produzione di IgE, ma anche nel loro 
trasporto e assorbimento a livello intestinale (Bruschi e Chiumento 2012). Le in-
fezioni in modelli animali causate dai nematodi intestinali come T. spiralis sono 
seguite da un aumento dell’espressione della IL-5, che porta ad un infiammazione 
sostenuta principalmente da eosinofili e una ipercontrattilità delle cellule muscola-
ri lisce dell’intestino che facilitano l’espulsione del verme. L’effetto della IL-5 
sembra essere indiretto, infatti potrebbero essere gli eosinofili i responsabili 
dell’ipercontrattilità attraverso il rilascio di mediatori (leucotrieni ed altri prodotti 
del metabolismo dell’acido arachidonico). Questi studi suggeriscono che IL-5 è 
importante per l’induzione dell’eosinofilia intestinale, ma poco rilevante 
nell’ipercontrattilità, svolgendo un ruolo minore nel meccanismo di espulsione 
nell’infezione primaria (Bruschi e Chiumento 2012).  
Risposta immunitaria dell’ospite a livello muscolare 
Tra gli elminti solo Trichinella ha una speciale relazione con il tessuto muscolare 
localizzandosi a livello intracellulare (Bruschi e Chiumento 2012). Esiste una ri-
sposta immunitaria nei confronti della larva migrante, infatti è stato dimostrato 
che le NBL, iniettate in topi precedentemente infettati con T. spiralis,vengono di-
strutte prima di formare la ciste (Bruschi 1989). Gli studi della risposta immunita-
ria contro questo stadio parassitario hanno messo in luce che molti elementi parte-
cipano a questo evento: le cellule effettrici da un lato (eosinofili, neutrofili, ma-
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crofagi, ecc) e gli anticorpi stadio-specifici, dall’altro (Bruschi 1989). Trichinella 
spp. suscita un vario grado di infiammazione intorno al complesso nurse cell-larva 
con una significativa differenza fra le specie incapsulata e non incapsulate, dovuta 
probabilmente alle loro caratteristiche biologiche, che purtroppo non è in grado di 
eliminare la larva anzi causa una miosite, responsabile dei tipici sintomi clinici 
della fase parenterale dell’infezione (Bruschi e Chiumento 2012). Una prolungata 
infiammazione a livello muscolare è dovuta anche all’interazione con la risposta 
immunitaria dell’ospite, caratterizzata principalmente da un fenotipo Th2 (Bruschi 
e Chiumento 2012). La presenza di IgG1 e IgE specifiche durante l’infezione cro-
nica conferma la polarizzazione della risposta immunitaria di tipo Th 2 (Bruschi e 
Chiumento 2012). Il pattern di citochine di tipo 2 può spiegare la grande quantità 
di eosinofili che circondano il parassita incistato e che probabilmente sono re-
sponsabili del danno al muscolo. Eosinofilia è un evento tipico della risposta im-
munitaria nelle infezioni da nematodi e questo è particolarmente vero nella trichi-
nellosi, dove il livello degli eosinofili può raggiungere 19000cells/µl (Bruschi e 
Chiumento 2012). La risposta immunitaria a livello muscolare è in parte regolata 
dalla fase intestinale dell’infezione, infatti l’intensità dell’ infiammazione musco-
lare è maggiore negli animali che sono stati infettati oralmente piuttosto che in 
quelli dove l’infezione è avvenuta tramite iniezione intravenosa delle NBL (Bru-
schi e Chiumento 2012). In questa fase inoltre si osserva un aumento del numero 
dei linfociti T CD8+ e un parallela decrescita del numero di linfociti T CD4+ 
(Bruschi e Chiumento 2012).  
1.2.8 La trichinellosi nell’uomo 
Il decorso clinico della trichinellosi non è caratterizzato da segni e/o sintomi pato-
gnomonici, la diagnosi è difficoltosa e si basa su un insieme di dati clinici, di la-
boratorio ed epidemiologici. In Tab.(3) è illustrato un algoritmo utile per la defi-
nizione di caso dal punto di vista epidemiologico. La diagnosi clinica deve essere 
fatta sulle caratteristiche di ogni singolo caso. 
Tabella 3. Algoritmo per la diagnosi di trichinellosi nell’uomo 
GRUPPO A GRUPPO B GRUPPO C GRUPPO D 
Febbre Diarrea Eosinofilia e/o li-
velli totali di IgE 
Sierologia positi-
va con test alta-
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aumentati mente specifico 
Edema periorbita-
le e/o facciale 












 Rash cutaneo 
 
  
In base a questo algoritmo la diagnosi è: Molto improbabile -1A o 1B o 1C- So-
spetta -1A o 2B e 1C- Probabile -3A e 1C-  Altamente probabile -3A e 2C- Con-
fermata -3A, 2C e 1D oppure qualunque A o B e 1C e 1D (da Dupouy-Camet e 
Bruschi, 2007). 
Tra i vari parametri di laboratorio alterati si riscontrano una leucocitosi, che rag-
giunge livelli di 15 000-30 000 cellule/µl  per poi regredire parallelamente alla 
sintomatologia. Questo innalzamento è sostenuto soprattutto dagli eosinofili che 
possono raggiungere la concentrazione di 19.000 cellule per mm
3 
fra la seconda e 
quinta settimana dell’infezione (Dupouy-Camet e Bruschi 2007). Parallelamente 
anche le IgE totali possono aumentare, ma i loro eventuali livelli normali non de-
vono far escludere una trichinellosi. Anche l’aumento degli enzimi muscolari, 
principalmente la creatina fosfochinasi (CPK), riveste un rilevante significato, pe-
rò non è correlato alla gravità del quadro clinico. Un contributo significativo, per 
la diagnosi corretta, è dato dalle informazioni epidemiologiche sul possibile con-
sumo di carni crude o poco cotte o di insaccati e dalle informazioni sulla prove-
nienza e momento di acquisizione dell’alimento. Naturalmente, in aggiunta ai pa-
rametri di laborarorio sopra citati, è necessario ricorrere al supporto di esami sie-
roimmunologici. Grazie al metodo ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 
è possibile ricercare gli anticorpi circolanti. Questo test è tuttavia di screening ed è 
necessario un immunoblot per confermare l’eventuale positività. In entrambi i casi 
è utilizzato un antigene escreto/secreto (E/S) che offre maggiori garanzie di speci-
ficità rispetto all’estratto crudo. Recentemente, Gomez-Morales e coll. hanno va-
lidato la procedura per ottenere un antigene E/S idoneo per i test immunoenzima-
tici (2008). La diagnosi di certezza è quella parassitologica che si basa sulla ricer-
ca delle larve in una biopsia muscolare, solitamente prelevata dal deltoide 
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nell’uomo, mentre per gli altri mammiferi in genere si preleva dal diaframma, dal-
la lingua e dai muscoli intercostali (Dick e Pozio 2001). Il parassita può essere ri-
cercato a fresco dopo compressione della biopsia tra due vetrini o dopo digestione 
artificiale del tessuto muscolare in una soluzione cloridro-peptica (soluzione 1% 
HCl/pepsina a 37°C per diverse ore) o mediante le comuni tecniche istologiche, 
dopo fissazione ed inclusione in paraffina. Le larve trovate con la digestione arti-
ficiale in un determinato frammento muscolare, di cui si conosce il peso al mo-
mento della biopsia, sono indicate come numero di larve per grammo di tessuto 
muscolare (larve/g) e sono l’espressione del carico parassitario ed indirettamente 
della carica infettante, infatti le varie specie di Trichinella, come già detto, hanno 
livelli di fertilità differenti (Dick e Pozio 2001). Mentre le larve incistate (quelle 
contenute in una nurse cell e circondate da una capsula di collageno) sono facil-
mente riconoscibili, quelle non incistate (non circondate da collageno) di T. pseu-
dospiralis, per esempio, sono meno resistenti alla digestione e risultano difficili da 
identificare  (Dick e Pozio 2001). L’isolamento di una o più larve dal tessuto mu-
scolare, fresco o fissato in alcohol assoluto, permette l’identificazione a livello di 
specie con tecniche di amplificazione genica (PCR) (Zarlenga et al. 1999) o grazie 
al sequenziamento del gene conservato del rRNA 5S (RNA ribosomiale 5S)(De 
Bruynes et al. 2005) La ricerca delle larve o dei vermi adulti nelle feci non è di al-
cuna utilità diagnostica, poiché dopo la loro morte ed espulsione dalla parete inte-




2 SCOPO DELLA TESI 
Questo studio consta di due parti. Nella prima gli esperimenti sono stati condotti 
con lo scopo di cercare di identificare delle eventuali metalloproteasi nei prodotti 
E/S di Trichinella spiralis, alla luce di quanto documentato in antigeni simili di un 
altro nematode, Angiostrongylus cantonensis (Lai et al., 2005), in modo da poter 
meglio comprendere il loro possibile ruolo nel rapporto ospite-parassita. Queste 
analisi inoltre permetterebbero di valutare un possibile contributo da parte del pa-
rassita all’incremento di gelatinasi riscontrato negli animali sperimentalmente in-
fettati con Trichinella (Bruschi et al., 2014). A questo scopo sono state utilizzate 
due tecniche: l’Enzcheck Gelatinase/Collagenase Assay, per verificare la presenza 
generica di proteasi con attività gelatinolitica, e la zimografia con l’impiego di 
due differenti substrati, la gelatina e la caseina, per analizzare eventuali metallo-
proteasi presenti. La seconda parte dello studio invece ha posto l’attenzione sul 
significato delle gelatinasi (MMP-9, MMP-2), nei pazienti affetti da trichinellosi, 
in particolare quelli coinvolti in una recente epidemia causata da T. britovi. Questi 
esperimenti sono stati condotti con lo scopo di confermare o meno i dati osservati 
in modelli sperimentali di trichinellosi ed eventualmente verificare un possibile 
significato clinico delle variazioni delle due gelatinasi nell’infezione. Per fare ciò 
sono state condotte analisi di zimografia con gelatina, esperimenti di western blot 




3 MATERIALI E METODI 
3.1 Campioni 
3.1.1 Antigene Escreto/Secreto (E/S) di Trichinella spiralis 
L’antigene E/S di Trichinella spiralis è stato prodotto nel seguente modo descritto 
da Gómez-Morales e coll. (2008): sono state prelevate le larve muscolari L1 (28 
giorni dopo l’infezione) dal tessuto di topi infetti, con una digestione artificiale 
(HCl-pepsina). In seguito le L1 sono state lavate tre volte in un buffer fosfato sa-
lino (PBS) ph 7.2 con aggiunta di due antibiotici: penicillina (500 unità/ml) e 
streptomicina (500 µg/ml). Le larve sono state ulteriormente lavate quattro volte 
con un mezzo specifico (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) addizionato con 
penicillina (500 unità/ml) e streptomicina (500 µg/ml). Cinquemila larve/ml sono 
state risospese e incubate con 10% di CO2 a 37°C per 18 h, in una fiaschetta da 
coltura cellulare 75-cm
2
, in Dulbecco’s modified Eagle’s medium, integrato con 1 
M HEPES (acido 4-2-idrossietil-1-piperazinil-etansolfonico), 200 mM L-
glutammina, 100 mM Na-piruvato e 5000 unità di penicillina o streptomicina. 
Una volta che le larve si sono posate sul fondo  della fiaschetta, il mezzo è stato 
raccolto filtrato (filtro 0.2-µm) e concentrato 100 volte, mediante una membrana 
YM-5 (Amicon, Inc., Billerica, MA). Per determinare la concentrazione di protei-
ne e stabilire la qualità del lotto (cioè, nessuna contaminazione batterica o di anti-
geni somatici), la densità ottica (OD) è stata valutata con il rapporto 280/260 nm. 
Gli antigeni con un rapporto superiore a 1.2 sono stati liofilizzati. Da studi prece-
denti è emerso che la liofilizzazione non danneggia l’attività enzimatica delle pro-
teasi. 0,5 mg di questo antigene E/S sono stati risospesi in 250 µl di acqua milli Q 
(concentrazione finale di 2 mg/ml) e congelati a -20°C fino al momento 
dell’utilizzo. 
3.1.2 Sieri dei pazienti  
Lo studio ha incluso 31 pazienti (20 maschi e 11 femmine) con diagnosi clinica e 
sierologica di trichinellosi causata dalla specie Trichinella britovi. La media 
dell’età dei pazienti è 48 ± 0,33 anni, con un range che va da 7 a 91. Al momento 
della diagnosi (dopo il consenso informato) sono stati prelevati campioni di san-
gue, prima del trattamento antinfiammatorio. Dai prelievi è stato ottenuto il siero 
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che è stato stoccato fino al momento dell’utilizzo, a -20°C. Il gruppo di controllo 
era costituito da soggetti dello stesso range di età con valori normali di VES (Ve-
locità di eritrosedimentazione), al fine di escludere stati infiammatori in atto.         
I pazienti oggetto dello studio sono stati coinvolti in un’epidemia che si è verifica-
ta nel Novembre del 2012 in Toscana nella provincia di Lucca, ha coinvolto 38 
persone (23 maschi e 15 femmine, età media 47,8 anni) ed è stata causata 
dall’ingestione di salsiccia cruda di cinghiale selvatico (Fichi et al. 2015). Fra le 
38 persone, 34 sono risultate sieropositive per IgG anti-Trichinella o al primo pre-
lievo o dopo il secondo (in caso di sieroconversione). Tutti i pazienti che avevano 
dichiarato di aver consumato gli alimenti fonte dell’infezione (soggetti esposti), 
ad eccezione di due, oltre ad essere sieropositivi hanno manifestato la sintomato-
logia che ricorre più frequentemente nella trichinellosi. Fra i pazienti sintomatici il 
71,0% ha avuto episodi febbrili, il 52,6% mialgia, il 47,4% diarrea, il 47,4% ede-
ma facciale ed il 28,9%  dolore addominale. Inoltre il 73,7% ha presentato 
un’eosinofilia ematica e nel 66% dei casi si è osservato un incremento dei livelli 
sierici di CPK/LDH (Fichi et al., 2015).  
3.2 Metodi impiegati 
3.2.1 Enzcheck Gelatinase/Collagenase assay 
L’Enzcheck Gelatinase/Collagenase Assay (EGCA) (EnzCheck® Gelatina-
se/Collagenase Assay Kit, Molecular Probes) è un metodo in micropiastra messo a 
punto con lo scopo di poter analizzare la presenza di proteasi all’interno del cam-
pione, nel nostro caso i prodotti E/S di T. spiralis. Questi esperimenti sono stati 
eseguiti con lo scopo di condurre un’indagine preliminare per confermare quello 
che già si conosce sulle proteasi di Trichinella, quindi possono essere considerati 
rappresentativi. Questa tecnica si avvale dell’utilizzo di una gelatina, coniugata 
con la fluoresceina quenchata. Quando la gelatina è degradata il quencher si al-
lontana dalla fluoresceina che può emettere fluorescenza. Tale cambiamento può 
essere rilevato e misurato utilizzando un fluorimetro con un eccitazione a 485±10 
nm e con un rilevatore di emissione a 515±15 nm. L’aumento in fluorescenza è 
proporzionale all’attività proteolitica all’interno del campione. Secondo il data-
sheet dell’EGCA utilizzando 100 µg/ml di gelatina dopo un periodo di incubazio-
ne di 2 ore si può rivelare la presenza di 7 ng/ml di enzima. Nel saggio, per cerca-
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re di caratterizzare in modo preliminare le proteasi presenti, sono stati utilizzati 
due inibitori delle proteasi: l’EDTA (Acido etilendiamminotetraacetico), un che-
lante in grado di inibire l’attività delle metalloproteasi sequestrando gli ioni metal-
lici necessari per una corretta attivazione e la leupeptina che invece è un inibitore 
specifico per le cistein proteasi e serin proteasi. Come controllo positivo è stata 
utilizzata la collagenasi di tipo IV di Clostridium histolyticum. La collagenasi è 
fornita in stock di 500 U (ogni unità è definita come la quantità di enzima richie-
sto per liberare 1 µmole di equivalenti l-leucina dal collageno in 5 ore a 37°C pH 
7.5). Per permettere una corretta attività proteolitica è necessario un buffer di rea-
zione (RB) specifico (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0,2 mM 
NaN3 ph 7.6). Il back-ground di fluorescenza, determinato da solamente il substra-
to, senza enzimi, viene sottratto dai valori ottenuti. Il campione in esame è stato 
incubato per tre ore con i reagenti al buio, le prime due a temperatura ambiente, 
mentre la terza a 37 °C. La scelta di incubare il campione a 37°C è dovuta alla 
possibilità di osservare un diverso andamento dell’attività gelatinolitica a questa 
temperatura, la stessa in cui si troverebbe la larva L1 di Trichinella spiralis 
all’interno dell’ospite. Allo scadere di ogni ora è stata eseguita la lettura al fluori-
metro (Victor3, PerkinElmer, Turku, Finland). Sono stati effettuati due esperi-
menti preliminari per valutare l’attività gelatinolitica del campione. 
ESP. 1 
SCHEMA DELL’ESPERIMENTO 
DQG + RB 
E/S + DQG + RB 
Collagenasi + DQG +  RB 
Collagenasi + DQG + E/S 5 µg + RB 
Collagenasi + DQG + E/S 10 µg + RB 
Collagenasi + DQG + E/S 20 µg + RB 
 
In questo esperimento l’attività gelatinolitica dei prodotti E/S (20 µg), è stata va-
lutata in presenza del substrato, la DQG 2 µg (gelatina porcina coniugata con fluo-
resceina). Inoltre tre dosi di campione (5 µg, 10 µg, 20 µg) sono state testate con 





SCHEMA DELL’ESPERIMENTO  
DQG + RB 
E/S + DQG + RB 
E/S + DQG + EDTA + RB 
E/S + DQG + LEUP.+ RB 
 
Nel secondo esperimento l’attività dei prodotti E/S (10 µg) è stata saggiata con 
due inibitori: l’ EDTA (0,2 mM) e la leupeptina (0,4 µM). 
3.2.2 Zimografia 
La zimografia è una tecnica elettroforetica utile per analizzare l’attività proteoliti-
ca presente in un campione. La peculiarità della tecnica sta nella possibilità di vi-
sualizzare le proteasi, separate secondo il loro peso molecolare, in un gel di polia-
crilamide (PA) contenente un determinato substrato (Troeberg e Nagase 2003). Il 
gel è ottenuto dalla copolimerizzazione della poliacrilamide insieme ad un sub-
strato specifico per le proteasi come per esempio la gelatina, la caseina, i proteo-
glicani e il collageno (Troeberg e Nagase 2003). E’ importante che il substrato ri-
manga bloccato nelle maglie del gel e non migri durante la corsa elettroforetica 
(Fernandez-Resa et al., 1995) . La zimografia è utile per studiare le metalloprotea-
si di matrice (Troeberg e Nagase 2003; Snoek-van Beurden e Von den Hoff 2005). 
Un esperimento di zimografia su gelatina utilizzando come campione la gelatinasi 
A purificata, ha una sensibilità di 10 pg di enzima (Kleiner e Stetler-Stevenson 
1994). Questa tecnica prevede diversi passaggi con delle variazioni a seconda del 
tipo di proteasi da studiare. Il primo passaggio consiste nella polimerizzazione del 
gel. La scelta della percentuale di acrilamide dipende dalla grandezza delle protei-
ne che devono essere isolate, infatti per proteine con basso peso molecolare la 
percentuale di acrilamide deve essere elevata12-15%, mentre per proteine con alto 
peso molecolare la percentuale di acrilamide deve essere bassa 5-8%, per permet-
tere alle proteine di migrare durante la corsa elettroforetica (Troeberg e Nagase 
2003). Il substrato, in quantità opportuna, è sciolto nell’acqua necessaria per il 
Runnig gel, mentre la parte superiore del gel, lo Stacking, non lo contiene. Dopo 
di che i campioni sono caricati, con il sample buffer (SB) che favorisce il loading 
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(caricamento), sul gel. La corsa è eseguita in condizioni denaturanti, per la pre-
senza dell’ SDS, sia nel gel che nel SB, ed in condizioni non riducenti perché non 
è presente il β-mercaptoetanolo (un agente riducente) nel SB. I campioni inoltre 
non vengono bolliti per mantenere inalterata la loro attività proteolitica. La corsa 
elettroforetica è stata condotta applicando un campo elettrico di corrente continua,  
con voltaggio costante 150 V in ghiaccio (Troeberg e Nagase 2003). Dopo la cor-
sa i gel sono lavati con una soluzione contenente Triton X-100 detergente non io-
nico, in bassa agitazione. Il triton è necessario per togliere l’SDS dal gel e favorire 
la rinaturazione degli enzimi (Troeberg e Nagase 2003). Alla fine dei lavaggi i gel 
sono messi ad incubare a 37°C in presenza di un buffer (refolding buffer) necessa-
rio per la rinaturazioe ed attivazione degli enzimi, per un periodo di tempo che va-
ria a seconda delle proteasi da studiare. Il tipo di buffer utilizzato è specifico per 
la peptidasi che si vuole analizzare (ph, sali, ecc.). Alla fine i gel vengono colorati 
(Coomassie brillant Blu-R250) e quindi decolorati con usa soluzione a base di me-
tanolo e acido acetico (4 parti di metanolo, 1 parte acido acetico glaciale, 5 parti 
acqua bidistillata). Le proteasi sono visibili in corrispondenza delle aree di lisi che 
appaiono come bande chiare su un fondo scuro. Il fondo rimane scuro per la pre-
senza del substrato, sciolto nell’acrilamide. Alla fine della procedura i gel vengo-
no scannerizzati. Una banda più “luminosa” e più ampia indica una maggior atti-
vità proteolitica nel campione. La densità ottica (densità ottica relativa integrata) 
delle bande, che indica l’attività degli enzimi, viene misurata grazie ad un softwa-
re dedicato (Fiji immaneJ). In questo studio l’attività è stata espressa in unità arbi-
trarie. E’ possibile nella zimografia usare degli enzimi standard a diverse concen-
trazioni, per ottenere una curva di taratura, in modo tale da quantificare l’attività 
proteolitica. I prodotti E/S sono stati analizzati con la zimografia utilizzando come 
substrato sia la gelatina che la caseina. In ogni esperimento sono stati caricati 3 µl 
di marker di peso molecolare. I sieri dei pazienti sono stati studiati mediante zi-
mografia con gelatina.  
Zimografia con gelatina (valutazione dei prodotti E/S) 
Sono stati condotti degli esperimenti per cercare di visualizzare le proteasi con at-
tività gelatinolitica con particolare attenzione alle metalloproteasi di matrice, nei 




Questo esperimento è stato condotto secondo il seguente protocollo (Lun et al., 
2003; Todorova 2000). E’ stato preparato un gel al 10 % di acrilamide con 0,1 % 
di gelatina porcina. Dopo corsa elettroforetica (intensità costante 20 mA per gel in 
ghiaccio) il gel è stato lavato due volte per 30 min con una soluzione al 10 % di 
triton. Il gel è stato incubato con il buffer di refolding (Tris-HCl 100 mM pH 7) a 
37°C overnight. Nel gel sono stati caricati 30 µg e 15 µg di prodotti E/S. La scelta 
di una concentrazioni inferiore è dovuta ai risultati ottenuti con Enzcheck dove si 
vedeva una attività gelatinolitica con 10 µg di prodotti E/S. Come controllo inter-
no è stata usata la pro-MMP-9 (92 kDa) diluita 1:64000. Sono stati caricati 3 µl di 
marker di peso molecolare.  
ESP. 1b 
L’esperimento è stato ripetuto aumentando la percentuale di acrilamide (12 %) e 
la quantità di gelatina (0,5%) nel gel con le stesse condizioni di corsa. Sono stati 
preparati due gel: uno caricato con 25 µg di prodotti E/S ed incubato dopo la corsa 
elettroforetica per  20 h a 37°C, ed uno con 30 µg di campione sottoposto ad un’ 
incubazione di 3 giorni e 9 ore (81 h) sempre alla stessa temperatura di 37°C. Il 
periodo d’incubazione è stato aumentato in modo tale da permettere alle proteasi, 
eventualmente presenti in concentrazione bassa, di essere visualizzate. In questo 
esperimento è stato utilizzato come controllo positivo la tripsina (23.8 kDa) (0,1 
mg/ml) poiché si è visto che la gelatinasi B non è in grado di digerire il substrato 
con questo buffer di rinaturazione. Sono stati caricati 3 µl di marker di peso mole-
colare in ogni gel.  
ESP. 2 
Per questo esperimento sono stati utilizzati tre protocolli differenti: uno specifico 
per la MMP-14 (Vos et al., 2014), uno per le gelatinasi A e B (Bruschi et al., 2014) 
ed uno per tutte le MMP (Troeberg e Nagase 2003). E’ stato usato un buffer speci-
fico per la MMP-9 e la MMP-2 per confermare che le MMP osservate nel modello 
sperimentale di trichinellosi sono dell’ospite e non del parassita. Le condizioni di 
corsa sono le stesse dei precedenti esperimenti. Sono stati preparati due gel al 
10% con 0,1% di gelatina. In ogni gel sono stati caricati 3 µl di marker di peso 
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molecolare. Il primo gel che conteneva 30 µg di prodotti E/S è stato processato 
secondo il protocollo di Vos e coll. (2014). Dopo corsa elettroforetica, il gel è sta-
to lavato due volte per 15 minuti con una soluzione al 2,5 % di Triton. Un ultimo 
lavaggio è stato eseguito con un tampone di lavaggio, così costituito: Tris-HCl 50 
mM, 5mM CaCl2, 0,01% Triton pH 8,0. E’ stato messo ad incubare 82 h a 37°C 
con un buffer specifico: Tris-HCl 50 mM, 5 mM CaCl2, 5 mM ZnCl2, triton 
0,01%, pH 8. Il secondo gel è stato tagliato a metà, dopo la corsa elettroforetica, 
ed ogni parte contiene 30 µg di prodotti E/S all’interno di un pozzetto. Una metà è 
stata trattata secondo il protocollo di Troeberg e Nagase (2003). La porzione di 
gel è stata lavata quattro volte per 15 minuti con il seguente tampone di lavaggio: 
Tris-HCl 50 mM, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 5 µM ZnCl2, Triton 2,5%, pH 7,5. 
Dopo di che questa parte di gel è stata messa ad incubare a 37°C per 82 h con un 
buffer di refolding: Tris-HCl 50 mM, NaCl 200 mM, ZnCl2 5 µg, CaCl2 5 mM, 
pH 7.5. L’altra parte è stata trattata secondo il protocollo utilizzato da Bruschi e 
coll. (2014). Sono stati fatti due lavaggi da 30 minuti ciascuno con una soluzione 
al 2,5% di Triton, dopo di che la porzione è stata incubata a 37 °C per 82 h con 
questo tampone: 50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2 pH 7.6. In questo 
caso poiché si cercano le matrixine oltre alla tripsina 23,8 kDa (10 µg/ml) come 
controllo interno sono state usate anche la pro-MMP-9 92 kDa (1:4000), la pro-
MMP-2 72 kDa (1:400) e la MMP-2 attiva 66 kDa (1:400). 
Zimografia con caseina (valutazione dei prodotti E/S)  
Secondo McGuire et al. (2014) è possibile analizzare la presenza della MMP-20 
utilizzando la zimografia con caseina. Il primo passaggio è l’attivazione overnight 
del campione a 55 °C con un tampone di attivazione, così formato: Tris-HCl 50 
mM, NaCl 100 mM, Ca Cl2 10 mM, brij-35 0,1%, pH 7,5 (Fernández-Resa et al., 
1995). Sono stati preparati due gel al 10% di acrilamide e con 0,05% di caseina. 
Sul primo sono stati caricati 40 µg di prodotti E/S non attivati in un pozzetto e 20 
µg di campione attivato in un altro, mentre sul secondo gel sono stati caricati 40 
µg di prodotti E/S non attivato (in un pozzetto), e 15 µg di prodotti E/S attivati (in 
un altro pozzetto). La scelta di mettere in uno stesso gel il campione trattato e non 
è per evidenziare possibili differenze nella migrazione. La zimografia su caseina 
rispetto a quella con gelatina ha una minore sensibilità ed inoltre dal momento che 
il substrato ha un peso molecolare basso (23 kDa) può migrare verso il basso, in 
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direzione dell’anodo (Snoek-van Beurden e Von den Hoff 2005). Il risultato è un 
gel con due zone chiaramente distinte: la parte superiore con poco substrato, men-
tre la parte inferiore ha un eccesso di caseina (Fernández-Resa et al., 1995; Snoek-
van Beurden e Von den Hoff 2005). Per ovviare a questo problema il gel deve es-
sere sottoposto ad un prerunning ad un’ intensità costante di 40 mA (per gel) in 
ghiaccio senza campioni, ma con solo il SB caricato in un pozzetto, in ghiaccio 
(Fernández-Resa et al., 1995). Dopo 10 minuti circa, quando il blu di bromofenolo 
ha raggiunto la parte bassa del gel si interrompe la corsa elettroforetica e si cari-
cano i campioni. A questo punto la corsa continua ad intensità costante di 20 mA 
per gel in ghiaccio. Al termine della corsa, i gel sono stati lavati due volte per 30 
minuti con un tampone di lavaggio: Tris-HCl 50 mM, Triton 2,5%, pH 7,5, e due 
volte per 10 minuti con un altro: Tris-HCl 50 mM, pH 7,5. I gel sono stati incubati 
a 37°C overnight con un buffer Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 10 mM, 
Triton 0,1%, pH 7,5. Come controllo positivo è stata utilizzata la tripsina 23,8 
kDa (0,1 µg/ml) in un gel e la chimotripsina 25 kDa (0,1 µg/ml) nell’altro. Sono 
stati caricati 3 µl di marker di peso molecolare in ogni gel. 
Zimografia con gelatina (valutazione dei sieri dei pazienti) 
I sieri dei pazienti affetti da trichinellosi ed i sieri di controllo sono stati analizzati 
al fine di rilevare l’attività delle due gelatinasi: la MMP-9 e la MMP-2. I gel sono 
stati preparati con l’8% di acrilamide e 0,1% di gelatina porcina. I campioni, dilui-
ti 1:150, sono stati caricati insieme al sample buffer. L’elettroforesi è stata effet-
tuata con voltaggio costante 150 V (in ghiaccio). Dopo di che i gel sono stati lava-
ti due volte per trenta minuti con una soluzione al 2,5% di Triton e sono stati in-
cubati overnight a 37°C con uno specifico buffer: 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 5 
mM CaCl2, pH 7.6. In ogni esperimento sono stati caricati tre standard con tre di-
luizioni differenti: la pro-MMP-9 (92 kDa) (1:4000, 1:16000, 1:64000), la pro-
MMP-2 (72 kDa) e la MMP-2 attiva (66 kDa) (1:400, 1:1600, 1:6400). L’attività 
gelatinolitica è stata visualizzata come bande chiare su un fondo scuro.  
3.2.3 Western Blot (WB) 
Il WB è una tecnica immunochimica che permette di identificare la presenza di 
una determinata proteina in una miscela di polipeptidi separati, mediante elettro-
foresi, in un gel. La possibilità di rilevare una specifica proteina è garantita 
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dall’utilizzo di anticorpi specifici verso il target. Un anticorpo è infatti in grado di 
legare un peptide che presenta un determinato epitopo. Il primo passaggio prevede 
la polimerizzazione di un gel (12% acrilamide) e una corsa elettroforetica in con-
dizioni denaturanti e riducenti, infatti il sample buffer utilizzato per caricare il 
campione contiene il β-mercaptoetanolo (un agente riducente) e l’SDS (agente 
denaturante), inoltre prima di essere caricato il campione viene bollito per qualche 
minuto. Queste condizioni garantiscono che le proteine siano completamente de-
naturate. La corsa elettroforetica, 200 V (voltaggio costante), in ghiaccio, permet-
te alle proteine di separarsi sul gel. Dopo l’elettroforesi il gel viene staccato dai 
vetrini e viene messo per 15 minuti nel buffer di trasferimento sovrapposto alla 
membrana di nitrocellulosa che è il supporto su cui le proteine si trasferiscono in-
sieme ad i supporti necessari per il blotting (due spugnette, due pezzi di carta as-
sorbente). Questo passaggio è necessario per idratare le componenti, per distende-
re il gel e per rimuovere eventuali sali che potrebbero aumentare la conduttività. 
Dopo di che deve essere preparato il “sandwich” per il trasferimento, in un appo-
sito apparecchio. Il blotting è eseguito con intensità costante 200 mA per 1 ora e 
30 minuti in ghiaccio con il buffer di trasferimento. Alla fine del trasferimento la 
membrana di nitrocellulosa è lavata con una soluzione di PBS con 0,1% di Tween, 
un detergente, (PBS+T) in agitazione e poi è incubato overnight in camera fredda 
a 4°C sempre in agitazione con una soluzione di PBS+T con il 5% di latte in pol-
vere privo di grassi. Questo passaggio è necessario per cercare di bloccare possi-
bili siti non specifici che potrebbe legare l’anticorpo I. Il tween facilita le intera-
zioni fra Ab e l’antigene. Il giorno successivo il filtro è recuperato e lavato due 
volte per 10 minuti con PBS+T in agitazione. Dopo di che l’anticorpo I diluito 
1:300 in PBS+T è messo ad incubare con il filtro a temperatura ambiente per un 
ora al buio. Trascorso il tempo dell’incubazione, il filtro viene nuovamente lavato 
tre volte per 10 minuti con PBS+T in agitazione. A questo punto l’anticorpo II, 
coniugato con un enzima (la perossidasi), diluito 1:3000 in PBS+T viene messo 
ad incubare con il filtro per un ora, al buio a temperatura ambiente. Dopo di che il 
filtro viene nuovamente lavato tre volte per 10 minuti in agitazione con la solu-
zione PBS+T. Il passaggio finale prevede l’aggiunta del rilevatore (H2O2 + lumi-
nolo) e la valutazione della chemiluminescenza allo strumento Chemi-doc (Biorad, 
Milano). Per rilevare la presenza della gelatinasi B nei sieri dei pazienti è stato 
utilizzato un anticorpo I policlonale di coniglio che riconosce la forma a 92 kDa, a 
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78-82 kDa, e a 67 kDa. (Proteintech U.S.A.), mentre per la gelatinasi A 
l’anticorpo I riconosce gli aminoacidi 1-76 dell’enzima (Santa cruz Biotechnology, 
INC. U.S.A).  
3.2.4 ELISA 
Il livello sierico della MMP-9 (la forma pro-enzima di 92 kDa, la forma attiva di 
82 kDa) è stato valutato con un kit ELISA commerciale che possiede una sensibi-
lità di 0,156 ng/ml ed un range di analisi che va da 0,3 a 20 ng/ml (R&D Systems, 
Milan, Italy). Il test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) è un saggio 
immunoenzimatico che permette di quantificare la presenza di un antigene (ELI-
SA diretto) o di un anticorpo (Ab) specifico contro un antigene (ELISA indiretto). 
Questa analisi si avvale della capacità di un anticorpo di riconoscere uno specifico 
epitopo. Il kit usato è un ELISA quantitativo a sandwich. L’anticorpo di cattura, 
specifico per l’antigene è adsorbito sulla superficie interna dei pozzetti della mi-
cropiastra.  Il primo passaggio prevede l’aggiunta dei campioni e delle varie dilui-
zioni dello standard ed un’ incubazione di 2 h della piastra a temperatura ambiente 
in agitazione. Questo permetterà al campione di interagire con Ab adsorbito alle 
pareti. Dopo di che vengono fatti quattro lavaggi per eliminare ciò che non si è le-
gato specificatamente. A questo punto viene aggiunto un anticorpo secondario co-
niugato con un enzima. L’incubazione in questo caso è di 1 h a temperatura am-
biente in agitazione. Sono necessari altri quattro lavaggi prima di poter aggiungere 
il substrato ed il cromogeno (es: ABTS acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico) e mettere quindi la piastra ad incubare per 30 minuti a temperatura am-
biente e lontano da fonti di luce. Trascorso il tempo previsto dalla metodica viene 
aggiunta la soluzione di stop che blocca la reazione enzimatica. A questo punto la 
piastra viene letta a 450 nm entro 30 minuti. Si utilizza lo standard per ottenere la 
curva di taratura necessaria per quantificare il campione in ng/ml. Il kit prevede 
un range di valori normali che va dai 169 ai 705 ng/ml, mentre il coefficiente di 
variazione intra- e inter-assay e di 2,0% e di 7,8% rispettivamente. I livelli sierici 
della MMP-9, nei sieri dei pazienti, ottenuti dalle analisi zimografiche sono stati 
messi in correlazione con i livelli di MMP-9 ottenuti con il test ELISA. I pazienti 
sono stati anche valutati in base alla sintomatologia (diarrea, mialgia ed edema 
facciale) e alle risultanze dei parametri di laboratorio (livello di eosinofili ematici 
e degli enzimi muscolari CPK/LDH) e raggruppati in due categorie in accordo con 
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i livelli sierici di MMP-9 rivelati con test ELISA (<705 ng/ml livello normale di 
MMP-9; >705 ng/ml livello aumentato di MMP-9). 
3.2.5 Analisi statistica dei dati 
Le differenze nell’attività gelatinolitica, fra i pazienti e i controlli, sono state com-
parate utilizzando il test t di Student a due code, assumendo che la varianza sia 
uguale. Il livello di significatività è 0,05. Le analisi di correlazione hanno lo scopo 
di quantificare in che modo le due variabili risultino collegate. Come analisi uni-
variata, fra i livelli di MMP-9 ottenuti con il test ELISA e quelli ottenuti dalle 
analisi zimografiche, è stata utilizzata la regressione lineare, assumendo come va-
riabile dipendente i livelli della metalloproteasi-9 misurati con il test ELISA 
(ng/ml). La relazione invece fra i sintomi o segni clinici e l’incremento di livelli di 
MMP-9 (misurati con il test ELISA) è stata calcolata con il test esatto di Fisher. Il 





4.1 Enzcheck Gelatinase/Collagenase assay 
ESP.1 
Nel primo esperimento di EGCA è stata evidenziata un’attività gelatinolitica nei 
prodotti E/S, e questa attività è mantenuta per tutte e tre le letture. L’attività della 
collagenasi (controllo positivo) subisce un incremento in presenza dei prodotti E/S. 
Ogni reazione è stata condotta in doppio e l’attività è stata misurata come la media 
di tali valori ottenuti. Fig.(8).  
 
Figura 8. I livelli di attività dei prodotti E/S e della collagenasi (Coll) saggiata in 
presenza di varie concentrazioni dei prodotti E/S nei tre tempi d’incubazione. 

















































































































































































Anche in questo esperimento ogni reazione è stata condotta in doppio e l’attività è 
stata misurata come la media di tali valori ottenuti. Si conferma la presenza di at-
tività gelatinolitica nei prodotti E/S (10 µg) e questa attività è inibita dall’EDTA e 
dalla leupeptina.Fig.(9).  
 
Figura 9. I livelli di attività dei prodotti E/S nei tre tempi d’incubazione. L’attività 



























































































































































4.2 Zimografia su gelatina (valutazione dei prodotti E/S) 
ESP. 1 
Nell’esperimento (1a) la pro-MMP-9 (controllo positivo) non si è attivata quindi 
non ha degradato il substrato (risultato non mostrato), invece nell’esperimento (1b) 
si osserva un’ attivazione proteolitica della tripsina (controllo positivo) con con-
seguente degradazione della gelatina presente nel gel. Fig.(10). 
 
 
Figura 10. Esp.1b  Zimografia con gelatina (12% acrilamide e 0,5% di gelatina) 













In questo esperimento dove sono stati utilizzati tre differenti buffer si osserva 
l’attivazione delle gelatinasi e della tripsina utilizzate come controllo interno. In 
Fig.(11) sono mostrati come esempio i due segmenti di gel uno processato con il 
protocollo generico per tutte le MMP (Troeberg e Nagase 2003) ed uno ottenuto 




Figura 11. Esp 2. Zimografia con gelatina (10% con 0,1% di gelatina). Il gel di 
sinistra è stato ottenuto con il protocollo di Troeberg e Nagase (2003), quello di 
destra con il protocollo utilizzato da Bruschi e coll. (2014). P.M:Marker di pesi 
molecolari; A:pro-MMP-2; B:pro-MMP-9; C:MMP-2; Trip:Tripsina (utilizzate 














Zimografia su caseina (valutazione dei prodotti E/S) 
Nell’esperimento si osserva la riattivazione della tripsina e chimotripsina usate 




Figura 12. Zimografia con caseina (acrilamide 10% , 0,05% caseina).E/S 40µg 
non attivato, E/S 20-15 µg attivato. P.M.:Marker di pesi molecolari; 
Trip.:Tripsina; Chim.:Chimotripsina.. 
Zimografia su gelatina (valutazione dei sieri dei pazienti) 
L’analisi zimografica dei gel mostra la presenza della MMP-9 associata alla lip-
pocalina (NGAL) 125kDa, della pro-MMP-9 (92 kDa) e della MMP-2 (72 kDa). 
Le aree di gelatinolisi dei campioni sono state comparate con quelle dei controlli. 
Si osserva un incremento di attività rispetto ai controlli sia della pro-MMP-9 
(p<0,0001) che della MMP-9/NGAL (p<0,0005). L’incremento medio di attività è 
del 39.25%±16,67%. Non si osserva un incremento significativo per quanto ri-
guarda i livello di attivazione della gelatinasi A (MMP-2). Dato l’esito di questi 
risultati nello studio si è scelto di continuare l’analisi con il test ELISA concen-
trandosi sulla gelatinasi B. Fig.(13-14) 
 
 
P.M. E/S 40µg E/S 20µg Trip. P.M
. 















Figura 13. Zimografia con gelatina (8% acrilamide, 0,1% gelatina). Std:Standard 




Figura 14. Confronto dell’attivita delle gelatinasi fra i pazienti e i controlli. Me-

























Attività delle gelatinasi 
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4.3 WESTERN BLOT 
Dagli esperimenti condotti si osserva che le bande di gelatinolisi presenti negli 
eperimenti di zimografia corrispondono alle due gelatinasi, la MMP-2 (dato non 
mostrato) e la MMP-9.Fig.(15) 
 
 
                   
 
Figura 15. Esperimento di western blot con anticorpo I anti-MMP-9 (200 secon-
di). A:Controllo positivo standard pro-MMP-9.  
4.4 ELISA 
I risultati ottenuti dai test ELISA hanno evidenziato che i livelli sierici della 
MMP-9 sono significativamente più alti (p< 0,0037) nei pazienti valutati rispetto 
ai controlli Fig.(16). Questi livelli sierici di MMP-9 mostrano una significativa 
correlazione con i valori ottenuti dalle analisi di zimografia (r=0,77; p< 0,001) 
Fig.(17). Per cercare di verificare l’esistenza di una possibile relazione fra i livelli 
sierici di MMP-9, ottenuti con il metodo ELISA, e le manifestazioni cliniche, i 
pazienti sono stati divisi in due gruppi: uno che comprende quelle persone con li-
velli sierici normali e uno con i pazienti con alti livelli sierici. Ogni gruppo è stato 
valutato per la presenza di diarrea, di mialgia, di edema facciale, di eosinofilia e 
aumento dei livelli sierici di CPK/LDL (creatina fosfochinasi/lipoproteine a bassa 
densità). Si osserva una significativa differenza fra i due gruppi, infatti sono prin-






ed edema facciale. Al contrario nessuna differenza significativa è stata osservata 
tra i due gruppi di pazienti valutati negli altri due parametri, e cioé eosinofilia ed 
aumento degli enzimi muscolari. Fig.(18). 
 
Figura 16. Livelli sierici della MMP-9 nei controlli e nei pazienti. 
 
 
Figura 17. La correlazione fra i valori ottenuti con zimografia e quelli ottenuti 


































Figura 18. Distribuzione della frequenza della sintomatologia significativa e dei 


















5 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
E’ noto che le proteasi di Trichinella presenti nell’estratto crudo o nell’antigene 
E/S siano degli enzimi implicati in importanti aspetti del rapporto ospite-
Trichinella (Polzer and Conradt 1994; Todorova et al. 1995; Vázquez-López et 
al.1999). La trasformazione delle cellule muscolari scheletriche dell’ospite è pro-
babilmente causata da prodotti presenti nell’E/S (Ko et al. 1994, Despommier, 
1998). In particolare, glicoproteine glicosilate con il -tivelosio, di sicura origine 
parassitaria, sono state ritrovate nei nuclei delle cellule nurse, facendo ipotizzare 
un comportamento del nematode, simile a quello di un virus (Despommier, 1990). 
Le proteasi per esempio potrebbero essere coinvolte nel processo di ingresso delle 
NBL nella fibrocellula muscolare scheletrica. Di conseguenza riveste un notevole 
interesse caratterizzare questi enzimi con lo scopo di cercare di comprendere 
l’interazione ospite parassita che sussiste nella trichinellosi. Gli esperimenti di en-
zcheck gelatinase/collagenase assay hanno confermata la presenza di proteasi nei 
prodotti E/S ed in particolare di quelle con attività gelatinolitica. Inoltre dai risul-
tati degli esperimenti, in cui i prodotti E/S sono stati valutati in presenza dei due 
inibitori si osserva un calo di attività. Questo risultato è in linea con i dati presenti 
in letteratura infatti le proteasi presenti all’interno dei prodotti E/S di tutti quei pa-
rassiti, che invadono i tessuti, appartengono principalmente a due famiglie: le ci-
stein proteasi (inibite dalla leupeptina) e le metalloproteasi che vengono inibite 
dall’ EDTA, chelante dello ione metallico (McKerrow, 1989). Le analisi zimogra-
fiche sono state eseguite con lo scopo di esaminare l’eventuale presenza di MMP. 
La differenza principale fra i protocolli che sono stati usati nei vari esperimenti di 
zimografia è il tipo di tampone impiegato nel refolding degli enzimi ed i tempi 
d’incubazione con tali tamponi, per aumentare la possibilità di evidenziare 
l’attività enzimatiche. Il tampone usato nel primo esperimento (1a e 1b) permette 
una rinaturazione generica di diversi tipi di proteasi con attività gelatinolitica, ma 
non è in grado di riattivare la pro-MMP-9 (Tris-HCl 100 mM pH 7). Nel secondo 
esperimento vengono utilizzati tre buffer specifici per le MMP. Uno permette il 
refolding e l’attivazione della MMP-14 (Tris-HCl 50 mM, 5 mM CaCl2, 5 mM 
ZnCl2, triton 0,01%, pH 8). Le componente quali il cloruro di calcio, ed il cloruro 
di zinco garantiscono una specifica rinaturazione della MMP-14, mentre il triton 
dovrebbe facilitare l’eliminazione dei residui di SDS. Il secondo buffer è specifico 
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per le gelatinasi (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2 pH 7.6) ed il ter-
zo per tutte le MMP (Tris-HCl 50 mM, NaCl 200 mM, ZnCl2 5 µg, CaCl2 5 mM, 
pH 7.5). Il buffer usato nella zimografia con caseina permette la rinaturazione e 
l’attivazione di tutte le MMP con attività caseinolitica (Tris-HCl 50 mM, NaCl 
150 mM, CaCl2 10 mM, Triton 0,1%, pH 7,5). L’analisi mediante zimografia con 
gelatina dei prodotti crudi e dei prodotti E/S, sia delle larve che degli stadi adulti 
di A. cantonensis, hanno dimostrato la presenza di enzimi gelatinolitici distinti. In 
particolare negli estratti crudi, le MMP riscontrate nelle larve L1 sono di 23 kDa, 
nelle larve L3 sono di 66, 42 e 30 kDa, nei giovani adulti e negli adulti sono di 72 
e 94 kDa. Invece nei prodotti E/S delle larve L1 è stata evidenziata la presenza di 
una  proteina a basso peso molecolare 42 kDa e due ad alto peso molecolare (105 
and 94 kDa) con attività gelatinolitica. Nei prodotti E/S delle larve L3 è stata os-
servata la presenza di tre proteine a basso (66, 50, and 30 kDa) ed una ad alto (105 
kDa) peso molecolare. Gli studi d’inibizione hanno confermato che le proteine di 
105 e 94 kDa di peso molecolare dei prodotti di larve L1, e quelle di 50 e 30 kDa 
delle larve L3 sono metalloproteasi, suggerendo che questi enzimi potrebbero 
svolgere un ruolo nella disseminazione del parassita (Lai et al. 2005). Noi con gli 
esperimenti di zimografia non abbiamo trovato nei prodotti E/S di larve L1 di T. 
spiralis le metalloproteasi con pesi molecolari tipici della MMP-9 e della MMP-2, 
riscontrate da Lai e coll. (2005). Anche l’analisi in WB con l’impiego di un anti-
corpo specifico per la MMP-9 dei mammiferi non ci ha permesso di rilevare nes-
suna proteina nei prodotti E/S di T. spiralis, pur allungando notevolmente i tempi 
di esposizione della membrana al Chemi-doc (risultati non mostrati). Anche 
dall’esperimento di zimografia con gelatina dei prodotti E/S dove è stato usato un 
buffer specifico per le MMP-9 e MMP-2 non si osserva nessuna attività proteoliti-
ca. L’analisi del genoma di T. spiralis (Nematode.net; www.ncbi.nlm.nih.gov) 
supporta i nostri risultati dal momento che il gene di queste proteine risulta assen-
te. Inoltre non è stato possibile riscontrare la presenza di MMP di altro peso mole-
colare (MMP-14, -16, -17 e -20) o con attività enzimatica non gelatinolitica, come 
hanno dimostrato le zimografie con caseina, volte a ricercare la presenza di MMP-
20. I risultati di Lai e coll. (2005) potrebbero essere dovuti alla contaminazione 
dei prodotti E/S di A. cantonensis, da parte del siero fetale bovino, aggiunto alle 
culture dei parassiti, dal momento che risulta poco probabile una differenza così 
significativa tra specie filogeneticamente vicine. Risulta invece difficile spiegare i 
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risultati ottenuti con gli estratti crudi dei vari stadi di questo parassita. Alla luce di 
tutto ciò possiamo escludere che gli incrementi dei livelli sierici di MMP-9 e 
MMP-2, riscontrati nei sieri di animali sperimentalmente infettati con T. spiralis 
(Bruschi et al., 2014) siano dovuti ad una produzione di questi enzimi da parte del 
parassita, confermando l’origine esclusivamente legata alle cellule infiammatorie 
dell’ospite. Come già detto, nella trichinellosi l’infiammazione che si sviluppa sia 
durante la fase enterica che durante quella parenterale causa delle modificazioni 
nell’intestino e nel tessuto muscolare (Bruschi e Chiumento 2012). In particolare 
la miosite che si manifesta dipende dal tipo di Trichinella coinvolta, infatti se il 
parassita è una specie incapsulata l’infiammazione è più marcata (Bruschi et al. 
2009; Bruschi e Chiumento 2011). Ancora non esistono dei marker sierologici ca-
paci di valutare l’entità della miosite ed i livelli sierici di CPK/LDH sono conside-
rati dei marker indiretti, essendo il risultato di un danno al tessuto muscolare 
(Bruschi e Dupouy-Camet 2014). Dagli esperimenti di zimografia condotti sui sie-
ri dei pazienti è stato possibile rilevare l’incremento dei livelli sierici della gelati-
nasi B. Gli esperimenti di WB confermano che le bande di proteolisi osservate 
con la zimografia sono dovute alla gelatinasi A e B. Questi risultati ottenuti hanno 
confermato ciò che era già stato osservato in modelli sperimentali (Bruschi et al. 
2014). I livelli della gelatinasi B sono significativamente differenti fra i pazienti 
ed i controlli sani, dimostrado che questa metalloproteasi di matrice può rappre-
sentare un valido marker di infiammazione che si riscontra nella trichinellosi cau-
sata da Trichinella britovi. I livelli sierici della gelatinasi A al contrario non au-
mentano nell’infezione, cosa che invece era stata osservata nei topi sperimental-
mente infettati con T. spiralis dove il livello dell’enzima risulta  significativamen-
te incrementato a partire dalla seconda settimana di infezione e per tutta la fase 
parenterale.  Bisogna comunque sottolineare il fatto che i prelievi ai pazienti sono 
stati effettuati nel momento in cui è stata fatta la diagnosi, quando la fase parente-
rale non è ancora iniziata e l’infiammazione coinvolge principalmente il tratto ga-
strointestinale. Inoltre questa differenza che sussiste fra le due matrixine potrebbe 
essere spiegata a livello di attivazione di trascrizione, infatti la MMP-9 ha un 
promotore inducibile da fattori di trascrizione come per esempio il NF-kB impli-
cato nelle risposte infiammatorie. Al contrario il promotore della MMP-2 presenta 
caratteristiche più simili ad un promotore costitutivo. Questi alti livelli di MMP-9, 
riscontrati nei pazienti, potrebbero anche essere spiegati considerando il fatto che 
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durante l’infezione si assiste a fenomeni di rimodellamento tessutale sia a livello 
intestinale, dove il parassita penetra la barriera epiteliale per insinuarsi fra le cel-
lule, sia a livello muscolare, momento in cui il sarcomero subisce un cambiamento 
fisiologico per diventare cellule nutrice. La presenza di neutrofili potrebbe 
anch’essa contribuire, poiché queste cellule esprimono l’enzima. I livelli sierici di 
MMP-9/NGAL valutati con la zimografia risultano significativamente incremen-
tati nei pazienti rispetto ai controlli cosa che non era stata osservata nel modello 
sperimentale di trichinellosi. NGAL, anche conosciuto come l’oncogene 24p3 è 
una glicoproteina di secrezione di 24 kDa. Normalmente è sintetizzata come com-
ponente dei granuli dei neutrofili (Chakraborty et al. 2012). Ad oggi non è possi-
bile spiegare il significato biologico dell’incremento del complesso MMP-9/NGAl 
nei sieri dei pazienti, un’ipotesi potrebbe essere riconducibile all’attivazione dei 
neutrofili che si verifica durante l’infezione. Vista la correlazione significativa fra 
i valori della MMP-9 ottenuti con le analisi zimografiche e quelli del test ELISA è 
giustificato concludere che la zimografia pur essendo considerata una tecnica se-
miquantitativa può essere un valido metodo per rilevare la presenza di questi en-
zimi. Inoltre grazie alle informazioni ottenute dai pazienti è stato possibile osser-
vare che i livelli sierici della MMP-9 sono significativamente aumentati solo in 
quelle persone che manifestano sintomi quali la diarrea, la mialgia e l’edema fac-
ciale. Questo risultato potrebbe suggerire un possibile significato clinico dell'au-
mento dei livelli sierici della gelatinasi nel gruppo di pazienti analizzati. Natural-
mente questi risultati dovranno essere confermati su un numero maggiore di pa-
zienti di trichinellosi, possibilmente infettati con differenti specie di Trichinella, 
per accertare che questo marker possa essere utilizzabile in tutti i casi di trichinel-
losi, correlandolo o meno con altri parametri consolidati come per esempio gli en-
zimi muscolari. Inoltre sarebbe importante valutare i livelli sierici anche in una fa-
se più tardiva dell’infezione con prelievi eseguiti a distanza di vari mesi 
dall’inizio delle manifestazioni cliniche, quando le sintomatologie sia gastrointe-
stinale che muscolare vanno risolvendosi. Solo allora sarà possibile introdurre la 





Running buffer (1x) 1000 ml 
Tris-base  25 mM                    3,028 g 
Glicina  192 mM                   14.413 g 
SDS 0,1% 
pH 8.3 
Sample buffer per zimografia (5x) 
Tris-HCl 1,25 M pH 6,8             1 ml 
Glicerolo                                     5 ml 
SDS 10%                                     4 ml 
Blu di bromo fenolo BBF        2,5 mg 
Sample buffer per W.B. (5x) 
Tris-HCl 1,25 M pH 6,8              1 ml 
Glicerolo                                      5 ml 
SDS 10%                                      4 ml 
Blu di bromo fenolo BBF         2,5 mg 
190 µl SB(5x) + 10µl β-mercaptoetanolo 
Colorante 1000 ml 
Metanolo                                 400 ml 
Acido acetico glaciale             100 ml 
H2O bidistillata                        500 ml 




Decolorante 1000 ml 
Metanolo                                 400 ml 
Acido acetico glaciale             100 ml 
H2O bidistillata                        500ml 
Zimografia (E/S) 
Running gel 8% 10% 12% 
H2O bidistillata* MilliQ 4,26 ml 3,5 ml 2,7 ml 
Tris-HCl  1,5 M pH 8.8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 
Acrilamide 40% 2 ml 2,5 ml 3 ml 
bisAcrilamide 2% 1,04 ml 1,3 ml 1,6 ml 
SDS 10% 100 µl 100 µl 100 µl 
APS 10% 80 µl 80 µl 80 µl 
Temed 5 µl 5 µl 5 µl 
Stacking gel 4% 4% 4% 
H2O bidistillata (MilliQ) 2,96 ml 2,96 ml 2,96 ml 
Tris-HCl  0,5 M pH 6,8 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml 
Acrilamide 40% 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 
bisAcrilamide 2% 0,26 ml 0,26 ml 0,26 ml 
APS 10% 40 µl 40 µl 40 µl 
Temed 5 µl 5 µl 5 µl 
*= Soluzione contenente gelatina porcina (c.f. 0,1% o 0,5%) oppure caseina 
(0,05% c.f.) 
La caseina è stata sciolta in una soluzione 1M NaOH. 
Zimografia con gelatina (Sieri pazienti) 
Running gel 8% 
H2O bidistillata*  4,6 ml 
Tris-HCl  1,5 M pH 8.8 2,5 ml 
Acrilamide+bisAcrilamide 30% (29:1) 2,7 ml 
SDS 10% 100 µl 
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APS 10% 100 µl 
Temed 6 µl 
Stacking gel  
H2O bidistillata (MilliQ) 4,1 ml 
Tris-HCl  1 M pH 6,8 750 µl 
Acrilamide+bisAcrilamide 30% (29:1) 1 ml 
SDS 10% 60 µl 
APS 10% 60 µl 
Temed 6 µl 
 
W.B 
Running gel 12% 
H2O bidistillata (MilliQ) 3,3 ml 
Tris-HCl  1,5 M pH 8.8 2,5 ml 
Acrilamide+bisAcrilamide 30% (29:1) 4 ml 
SDS 10% 100 µl 
APS 10% 100 µl 
Temed 4 µl 
Stacking gel  
H2O bidistillata (MilliQ) 4,1 ml 
Tris-HCl  1 M pH 6,8 750 µl 
Acrilamide+bisAcrilamide 30% (29:1) 1 ml 
SDS 10% 60 µl 
APS 10% 60 µl 
Temed 6 µl 
 
Blotting buffer (1x) volume 1000 ml 
Tris-base  25 mM     3,028 g 
Glicina  192  mM     14,413 g 
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